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Le (Les) microorganisme(s) a (ont) ete depose (s) aupres Cultures Nationales de Mfcroorgarrismes sous te(s) numero(s) 1-232, 
1-502. 1-532, 1-642, 1-643. 1-519, 1-537, 1-626, 1-633, 1-627. 1-628. 

@ R etrovlrus du type HIV-2 susceptible de provoquer le si da, et ses constttuants antigenlques et nudelques. 

@) L'invention conceme una nouvelle variete de retrovirus, 
denommes HIV-2. dont des eehantillons ont ete deposes a 
TECACC sous las numeros 87.01.1001 et 87.01. idbfcet a ia 
NC1B sous les numeros 12.398 et 12.399. Elfe conceme aussi 
les antigenes susceptibtes d'etre obtenus a partir de ce virus, 
en particulier des protetnes p12, p16, p26 et gjJw. Ces 
diffferents antigenes sorrt applicables au diagnosticVde la 
maladie, notamment par mlse en c o n ta ct avec un seruhn du 
maJade chez lequel le diagnostic doft 6tre effsctue. 
.concerns des compositions immunogenes contenarrt..|JJus 



particuUerement la glycoproteins sp140. Eire conceme enfin 
des sequences nudeotkflques, utHlsabies notamment en tant 
que sondes d'hybridation, deriv6es de ('ARM de HIV-2. 
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Description 

Retrovirus du type HIV-2 susceptible de provoquer le S1DA, et ses constituants antigeniques et nuclelques. 

L'invention est relative a une nouvelle classe de virus, ayant la capacite de provoquer des 
lymphadenopathies susceptibles d'etre relayees ensulte par le syndrome d'immuno-deficence acquies (SIDA) 

5 chez Thomme. L'invention concerne egalement des antigenes susceptibles d'etre reconnus par des anticorps 
tnduits chez I'homme par cette nouvelle classe de virus. Elle concerne egalement les anticorps induits par des 
antigenes obtenus a partir de ces virus. 

Cette invention concerne, en outre, des sequences d'AND done soit presentant une analogie de sequence, 
sort une complementarite avec TARN genomique du virus precite. Elle concerne aussi des precedes de 

10 preparation de ces sequences d'ADN clone. 

L'invention est egalement relative a des polypeptides contenant des sequences d'amino-acides codees par 
les sequences d'ADN clone. 

De plus, l'invention concerne des applications de ces antigenes au diagnostic in vitro chez I'homme de 
potentiates de certaines formes du SIDA et, en ce qui concerne certains d'entre eux, a la production de 

15 compositions immunogenes et de compositions vaccinantes contre ce retrovirus. De meme l'invention 
concerne les applications aux memes fins des susdits anticorps et, pour certains d'entre eux, leur application 
a la production de princtpes actifs de medicaments contre ces SIDAS humains. 

L'invention concerne enfin I'apptication des se quences d'ADN clone et de polypeptides obtenus a partir de 
ces sequences comme sondes dans des kits de diagnostic. 

20 L'isolement et la caracterisation d'un premier retrovirus, denomme LAV, dont avait ete reconnue la 
responsabilite dans le developpement du SIDA, a fait I'objet d'une description dans un article de F. 
BARRESINOUSSI et al des 1983 (Science, vol. 220. no 45-99, 20, p. 868-871. L'application au diagnostic de la 
presence d'anticorps contre le virus de certains extraits de ce dernier, et plus pariculierement de certaines de 
ses proteines, a ete plus speclalement decrite dans la demande de brevet europeen no 138.667. Depuis, 

25 d'autres souches similaires et des variants du LAV ont ete Isoles. On rappellera pour memoire ceux connus 
sous les designations HTLV-lli et ARV. 

En application des nouvelles regies de nomenclature publiees dans Nature, en mai 1986, les retrovirus 
susceptibles d'induire chez Thomme les susdites lymphadenopaties et le SIDA, seront designes globalement 
par "HIV, abreviatlon de I'expression anglaise "Human immunodeficiency Virus" (ou virus d'immunodefi- 

30 cience humaine). Le sous-ensemble des retrovirus formes par LAV et de ces variants a initialement ete 
designe par les expressions "LAV type I" ou "LAV-I". Le meme sous-ensemble sera designe ci-apres par la 
designation HIV-1, etant entendu que I'expression LAV sera encore conservee pour designer celle parmi les 
souches de retrovirus (notamment LAAV. IDAV-1 et lDAV-2) appartenant a la classe des virus HIV-1 decrite 
dans la susdite demande de brevet europeen 138.667, qui a ete utilisee dans les essais comparatrfs decrits 

35 plus loin, a savoir LAVbru. qui a ete deposee a la Collection des Cultures Nationales de Microorganism es 
(CNCM) de I'lnstitut Pasteur de Paris. France, le 15 Juillet 1983, sous le no 1-232. 

Le nouveau retrovirus faisant I'objet du present brevet et les souches de virus qui en sont proches et qui, 
comme lui sont susceptibles de se multiplier dans des lymphocytes humains. anterieurement appelees "LAV 
type II" ou "LAV II" sont desormais appelees "HIV-2", etant entendu que les designations de certains isolats de 

40 HIV-2 decrits plus loin seront sutvies des trois lettres faisant reference aux malades a partir desquels lis ont 
ete isoles. 

On peut definir 1'ensemble "HIV-2" comme un ensemble de virus ayant in vitro un tropisme pour des 
lymphocytes T4 humains, et qui ont un effet cytopathogene a I'egard de ces lymphocytes, lorsqu'ils s'y 
multiplient, pour aiors causer soit des poly-adenopathies generalisees et persistantes, soit un SIDA. Les 

45 retrovirus HIV-2 se sont reveles distincts des virus de type HIV-1 dans les conditions evoquees plus loin. 
Comme ces derniers, ils sont distincts des autres retrovirus humains dejaconnus (HTLV-I et HTLV-II). 

Bien qu'il y ait une assez grande variabilite genetique du virus, les differentes souches HIV-1 isoiees a ce 
jour, a partir des malades americains, europeens, haTtiens et africains ont en commun des sites antigeniques 
conserves surleurs principals proteines : proteine du noyau (core) p25 et glycoproteine d'enveloppe gp110 

50 et proteine transmembranalre gp41-43. Cette parente permet par exemple a la souche prototype LAV d'etre 
utilisee comme souche d'antigenes pour la detection d'anticorps contre tous les virus de la ciasse HIV-1, chez 
toutes les personnes qui les portent quelle que soit leur origine. Cette souche est done utilisee actueilement 
pour la detection d'anticorps anti-HIV-1 chez les donneurs de sang et les maledes par les techniques 
d'immunofluorescence, notamment par les techniques dites EUSA. "Western Blot* (ou immuno-empreintes) 

55 et "RIPA" abreviation anglaise de "Radio Immunoprecipttation Assay" (test de radio-immunoprecipitation). 
Cependant dans une etude serologique effectuee avec un rysat de HIV-1 sur des malades originates de 
I'Afrique de I'Ouest, il a ete observe que certains d'entre eux donnaient des reactions sero-negatives ou tres 
falblement positives, aiors qu'ils presentaient les signes cfiniques et immunologiques du SIDA. 

C'est a partir des lymphocytes mis en culture de Tun de ces malades. que Ton a isole un premier retrovirus 

60 HIV-2, dont ia structure en microscopie electronique et le profli des proteines en gel d'electrophorese SDS ont 
une similitude avec ceux de HIV-1. Mais ce nouveau retrovirus HIV-2 ne presente globalement qu'une faible 
parente avec HIV-1, tant du point de vue de I'homologie antigenique de ses proteines que de I'homologte de 
son materiel genetique. 
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Ce nouveau r6trovirus ou des retrovirus ayant des proprietes antig6niques et immunologiques equivalentes, 
m peuvent done constituer des sources d'antigenes pour le diagnostic de Pinfection par ce virus et des variants 

qui induisent un SIDA. du type de celui que Ton avalt observe pour les premieres fois chez des malades 
africains ou des personnes ayant sejoum6 en Afrique. 

Le premier isolement de ce virus a ete realise a partir du sang, pr^leve sous heparine, d*un malade de 28 s 
ans, heterosexuel, qui n'avait jamais ete transfuse et qui n'etait pas toxicomane. II presentalt depuis 1983 una 
importante diarrhee chronique. un amaigrissement important (17 kg) avec de ia fievre par intermittence. Plus 
recemment il avait presente des infections a Candida et Serratia, dont une candidose oesophagienne. tvoioue 
du SIDA. JKH 

Ce patient presentait egalement une anemie, une anergie cutanee. une lymphopenie, un rapport 10 
lymphocytes T4/iymphocytes T8 de 6,15 avec un taux en lymphocytes T4 inferteur a 100 par mm 3 de serum. 
Ses lymphocytes en culture ne repondaient pas a ta stimulation par la phytoh^moghjtinine et la concanavaUne 
A. On a egalement diagnostique chez ce malade des bacteremias recurrentes dues a S. enteriditis, des 
cryptosporidioses, des infections dues a Isospora belli et des toxoplasmoses cerebrates. 

L'ensemble de ces signes temoignait des symptdmes "complexes lies au SIDA" ou "ARC" (abr6viatton is 
anglaise de "AIDS Related Complex"), du type de ceux causes par le virus HIV-1 . Ces diff6rentes observations 
etaient egalement conformes aux criteres apllques par le Centre de Contrdle des Maladies (Center of Disease 
Control ou CDC) d'Atlanta, Etats-Unis. 

La mise en culture des lymphocytes de ces malades et I'isolement du retrovirus ont 6te effectues salon la 
technique deja decrite pour I'isolement du HlV-1 (1 ) dans Varticie de BARRE-SINGUSSt et CoU. et la demande 20 
de brevet europeen no 84 401834/0 138 667. On les rappeile brifcvement ci-apres. Des lymphocytes stlmules 
pendant 3 jours par de la phytohemaggiutinine (PHA) ont ete cuttives en mHleu de cuJture RPM 1-16-40 
additionne de 10 °/o de serum de veau foetal et de 10- 6 M p-mercaptoethanol, d'interleuklne-2 et de serum 
anti-interferon a humain. 

La production de virus a ete suivie par son activity transcriptase Inverse. Dans le sumageant de culture, le 25 
pic d'activite virale est apparu entre le 14eme el le 22eme jour, puis a diminuA Le declin et la mort de la culture 
cellulaire ont suivi. Comma avec le HIV-1 , des coupes de lymphocytes infectes par HfV-2 revetent en 
mtcroscopie electronique des virions parvenus a maturit6 et des particules virales bourgeonnant a la surface 
des cellules infectees. Les Hgnees celluiaires utilisees pour realiser les cultures de ces virus Isoles peuvent 
§tre selon les cas, les Hgnees celluiaires du type Ht/T, CEM. hAOLT ou de touts lignee rymphocytaire 30 
immortaIis6e portant des recepteurs T4. 

Le virus a ensuite ete propage sur des cultures de lymphocytes de donneurs de sang, puis sur des Ugnees 
, continues d'origine leucemique, telles que HUT 78. II a ete caracterlse comme etant sensiblement distinct du 

HIV-1 par ses antigenes et son acide nucieique. Le virus a et6 purifie comme d6crit dans les documents 

• anterieurs deja mentionnes. Un premier isolat de ce virus a ete depose a la C.N.C.M. le 19 decembre 1985, 35 
sous le no I-502. II a ete designe posterieurement sous le nom LAV-II NAIR. Un second isolat a 6t6 depose a la 

* C.N.C.M le 21 fevrier 1986 sous le n© I-532. Ce second isolat a pour nom de reference LAV-II ROD. » sera 
quelquefois fait simplement reference plus loin, a MIR ou a ROD. 

D'une facon generate {'invention concerns tout variant des virus precedents ou tout virus equivalent (par 
exemple tel que HIV-2IRMO et HIV-2EHO deposes a la CNCM ie 19 Decembre 1986 sous les numeros 1-642 et 40 
1-643 respectrvement) contenant des proteines de structure qui presentent les memes proprtetes 
immunologiques que celles des virus HIV-2 deposes a la CNCM sous Les numeros 1-602, ou 1-532. II sera 
encore revenu plus loin sur les definitions criteres d'equivaience. 

L'invention conceme encore un proced6 de production du virus HIV-2 ou de variants de celui-ci dans les 
lignees celluiaires permanentes derivees de lymphocytes T4, ou portant le ph6notype T4, ce procede 45 
consistant a cultiver ces lignees prealablement infectess avec le virus HIV-2, et notarnment lorsque le niveau 
d'activite de ta transcriptase inverse (ou reverse-transcriptase) a atteint un seufl determine, a recuperer les 
quantites de virus Iiber6es dans le milieu de culture. 

Une lignee permanente pr6f er6e en vue de la culture de HIV-2 est, par exemple, du type cellules HUT 78. Une 
lignee de HUT 78, infectee par HIV-2. a ete deposee le 6 fevrier 1986 a la CNCM sous le o© 1-519. La culture est, so 
par exemple, realisee comme suit : 

Les cellules HUT 78 (10 6 /ml) sont mises en cocultures avec des lymphocytes humains normaux infectes 
(10 6 /ml). Le milieu de culture est du RPM1 1640 avec lOP/b de serum de veau foetal. Au bout de 15 k 21 jours, 
on observe un effet cytopathogene des cellules HUT 78. On dose la reverse transcriptase une semaine apres 
cette observation, dans le surnageant de culture. On peut alors commencer a recuperer le virus a partir de ce 55 
surnageant. 

Une autre lignee preferee pour la culture appartient aux Iign6es des cellules connues sous la designation 
CEM. 

L'infection, puis la culture des cellules CEM-tnfectees peuvent notarnment §trer6ajtsees comme suit 
On procede a la coculture de lymphocytes.T4 prealablement infectes avec le virus HfV-ll et de cellules man SO 
infectees de la Iign6e CEM pendant le temps necessajre a I'infection des CEM. On potrsult d'aiUeurs ensuite 
les conditions de culture dans un milieu approprie, par exemple celui deceit ci-apres et, lorsque I'activite. 
transcriptase inverse des ceUules infectees a atteint un niveau suffisant, on recupere le virus produit a partir du 
»■ milieu de culture. 

On a notarnment reaDse une co-culture dans les conditions precisees ci-apr^s de lymphocytes T4 humairts 65 
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qui avaient ete infectes cinq jours auparavant avec une souche de virus HIV-11 provenant d'un patient designe 

ci-apres "ROD*, d'une part, et de CEM, d'autre part. * 

Les lymphocytes T4 infectes, prealablement actives par la phytohemaglutinine, se sont reveles posseder 
une activrte de transcriptase inverse de 5 000 cpm/10 6 lymphocytes T normaux trois jours apres le debut de 

5 I'infectlon. La culture a ete poursuivie jusqu'a ce que I'activite transcriptase inverse mesuree ait atteint 100 000 
cpm dans le surnageant. Ces lymphocytes T4 ont alors ete mis en contact avec les cellules CEM (3. 10 s 
lymphocytes T normaux infectes) et incubees dans le milieu de culture suivant : RPMI 1640 contenant 2.92 
mg/ml de L glutamine, 10<>/o de serum de veaux foetal decomplemente. 2p.g/ml de polybrene, 0,05 <Vb de 
serum antMnterferonalpha, 100 000 jig/mi de penicilline, 10 jig/ml de . streptomycine et 10 000 u,g/ml de 

10 neomycine. 

Le milieu de culture est change deux fois par semaine. 

Les mesures d'activite transcriptase inverse mesuree dans le surnageant ont ete les suivantes : 

- au jour 0 : 1 000 (bruit de fond) 

- au jour 15 : 20 000 
15 - au jour 21 : 200 000 

- au jour 35 : 1 000 000 

Une culture CEM infectee par le virus HIV-2 a ete deposee a la Collection Nationale de Culture de 
Micro-organismes de I'lnstitut Pasteur (C.N.C.M) sous le no I-537 le 24 mars 1986. 

Quelques caracteristiques des antigenes et des acides nucieiques, entrant dans la constitution de HIV-2, 
20 resultent des essais realises dans les conditions indiquees ci-apres. Elles seront souvent mieux appreciees 
par comparaison avec des caracteristiques du meme type se rapportant a d'autres types de retrovirus, 
notamment HIV-1 et SIV. 

II sera fait reference dans ce qui suit aux dessins dans lesquels : 

- les figures 1a, 1b et 1c se rapportent a des essais d'immunoprecipitation croisee entre des serums 
25 respectivement de patients infectes par HIV-1 et HIV-2, et de macaques rhesus infectes avec STLV-HI. 

d'une part, et des extraits viraux de HIV-1 . d'autre part ; 

- les figures 2a et 2b presentent des resultats comparatifs quant aux mobilites electrophoretiques des 
proteines de HIV-1 , et HIV-2 et STLV-III respectivement dans des gels de por/acrylamide-SDS ; 

- la figure 3 presente des resultats d'hybridation croisee entre des sequences genomiques de HIV-1. 
30 HIV-2 et STLV-III, d'une part, et des sondes contenant differentes sequences subgenomiques du virus 

, HIV-1, d'autre part. 

- la figure 4 est une carte de restriction de I'ADNc derive de TARN de HIV-2 ROD ; 

- la figure 5 est une carte de restriction d'un fragment E2 de I'ADNc derive de HIV-2. ce fragment * 
contenant une region correspondant a la region LTR 3' de HIV-2 ; 

35 - la figure 6 est la sequence nucleotidique d'une partie de E2, cette sequence correspondant a la region * 

U3/R de HIV-2 ; , 

- la figure 7 fait apparaltre : 

- d'une part et schematiquement, des elements de structure de HIV-1 (figure 5A) et. alignee avec une . h 

region contenant le LTR 3' de HiV-1 . la sequence derivee de la region E2 de I'ADNc de HIV-2 et, 
40 - d'autre part, les mises en aiignement au prix d'un certain nombre de deletions et d'insertions. des 

nucleotides communs, contenus respectivement dans la sequence derivee de la region E2 de HIV-2, et 
dans la sequence correspondante de HIV-1 (fig. 5 B) 

- la figure 8 rnontre schematiquement les structures de plusieurs clones d'un phage X modifle par 
divers inserats issus de I'ADNc derive d'HIV-2 (clones ROD4, ROD27 et ROD35) ; on y a egalement 

45 represente schematiquement des sequences derivees a leur tour de ROD4, ROD27 et ROD35. 

sous-clonees dans un plasmide pvc 18, ces dernieres sequences etant placees en correspondence avec 
les regions de ROD4, ROD27 et ROD35 dont elles sont respectivement Issues. 

- la figure 9 fait apparaltre les intensites relatives d'hybridation entre 

a/ onze fragments preleves a partir de differentes regions du genome complet de HIV-1 
50 (schematiquement representes dans la partie inferieure de la figure d'une part, et I'ADNc de HIV-2, 

contenu dans ROD4, d'autre part, et 

b/ des fragments issus de HIV-ll avec le meme ADNc. 
D'une facon generate, les antigenes de HIV-2 utilises dans les tests comparatifs dont la description suit sont 
issus de la souche de HIV-2 MIR deposee a la C.N.C.M. sous le no I-502. et les sequences d'ADN derives de 
55 FADN genomique de HIV-2 sont issus de la souche HIV-2 ROD deposee a la C.N.C.M. sous le n© I-532. 

I - ANTIGENES, NOTAMMENT PROTEINES ET GLYCO PROTEINES 

Le virus initialement cultive dans HUT 78 a ete marque metaboliquement par la 35 S- cysteine et la 
35 S-methionine, les cellules infectees etant incubees en presence de ces acides amines radioactifs en milieu 

60 de culture depourvu de I'acide amine non marque correspondant, pour une periode de 14 a 16 heures, en 
particulier seion la technique decrite dans Particle repertorie en (21) dans la blbliographie presentee ^ la fin de 
la description, pour ce qui est du marquage a la 35 S- cysteine. Le surnageant est ensuite clarifie, puis le virus 
ultracentrifuge une heure a 100 000 g sur un coussin de 20 Q/o de saccharose. Les principaux antigenes du 
virus sont separes par eloctrophorese dans un gel de polyacrytamide (12,5 o/o), dans des conditions * 

65 denaturantes (SDS) ou dans un gel de polyacrylamide (10 o/ 0 ) -h bisacrylamide (0.13 % ) avec SDS (0,1 o/o en 
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concentration finale). On utilise comme poids moleculaire de reference les marqueurs colores suivants 
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D'autres marqueurs de poids moleculaires ont ete utilises dans d'autres essais. \\ est en particuiter fart 
reference aux figures 1a, 1b et 1c qui renvoient a d'autres marqueurs de poids moleculaires conrtus (sous [a 
lettre M. dans ces figures). Les antigenes sorrt encore mteux dlstingues apres tmTnunoprecipftation (RIPA) ou 
par immunoempreintes (Western blot) en utflisant tes anticorps presents dans te serum du maiade : leurs 25 
poids moleculaires apparents determines par feurs rnigrationB ap^arerrtes sorrt tres proches de ceux des 
antigenes du HIV-1. 

D'une facon generate H est precise que dans ce qui sutt les nombres qui suivaiertt tes indications "p* et/ou 
"gp" correspondent aux poids moleculaires approxfmatifs des proteines et/ou giycoprotelnes correspon- 
dantes divises par 1000. Par exemple la p36 a un poids moleculaire de r-ordre de 36 000. II est cependant 30 
entendu que ces vateurs de poids moleculaires peuvent varier dans un iritervaJle pouvant attelndre 5°/o , voire 
10<Vb ou meme plus, selon les techniques utilisees pour les determinations de ces poids moleculaires. 

La repetition des essais a permis de mreux corner les poids moleculaires apparents des antigenes de H1V-2 
Ainsi on a constate que les poids moleculaires des trois proteines du noyau (core), auxquelles on avait 
initialement attribue des poids moleculaires de Vordre tte 13;0G0 t 18.O0Oet 25.000 respectivBment. avaient en 35 
fait des poids moleculaires apparents plus proches des valours suivantes : 12.000, 16.000 «t, 26.000, 
respectivement. Ces proteines sont ci-apres respectivenrrent designees par les abreviations p12, pi 6 tft p26\ 

De meme ('existence de bandes proteins ou glycoproteine dont les poids moleculaires apparents ont 6te 
apprecies a des valeurs qui pouvaient s*etager de 32.000 a 42.000-45.000. La repetition des mesures a 
finalement permis de preciser une bande correspondant a un poids moleculaire apparent de 36.000. Dans ce 40 
qui suit, cette bande est design6e par Pabreviation p36. Une autre bande a 4&OQO-45;000 (p42) est 
constarnment observee aussi. L*une ou Tautre des p36 ou p42 constitue vrafeemtolablement une glycoproteine 
transmembranaire du virus. 

Une glycoproteine majeure d'enveloppe ayant un poids -moieculajre de Tordre de 130-140 Kd est ^ 
constarnment observee : cette glycoproteine «st ci-apres designee par I'expression gp140. II cortvient de 45 
noter que, d'une facon g6nera!e, les poids moleculaires sont apprecies avec une precision de plus ou moins 
5 Q /o. cette precision pouvant meme devenir un peu moindre pour les antigenes de haut poids moleculaire, 
comme on I'a constate pour la gp140 (poids mdlecuteire de 140 Kd ± 10 Wo). L'ensembte de ces antigenes 
sont peu ou pas reconnus (lorsqu'fls sorrt marques par ta 3S S-cysteJne) par des serums de m&iades con tenant 
des anticorps anti-HIV-1 dans les systemes de detection utiHs&s au laboratoire ou par utIHsation des tests 50 
mettant en oeuvre des lysats de HrV-1, tels que ceux commercialisfes par tJlAOfNOSfaCS PASTEUR sous la 
marque *ELAVIA\ Suele la proteine p26 a ete faiblement tmmurroprecipitee par de tels serums. La proteine 
d'enveloppe ne I'a pas ete. Le serum du maiade trifecte par le nouveau virus (HrV-25 T^eonnaK l^leriiem *me 
proteine p34 du HIV-1. Dans le systeme de dfetection utilise, les autres protefnes du *fl\M n'ont pas et6 
reconnues. 

En revanche le HIV-2 possede certaines proteines presentant une certairte parent© Immunologique avec 
des proteines ou glycoproteines structurales semblabtes, separabtes dans des ^conditions analogues, apartir 
d'un retrovirus recemrrrent isdte a partir de singes macaques rn6sus captffs, de respece des macaques 
rhesus, alors que cette parente immunologique tend a s^effacer pour d'autres protetnes ou gtycoprotetnes. Ce 
dernier retrovirus, qui est presume etre I'agent etfologtque de "SfDAs Cher tes *tno/es, a ete design© partes 60 
chercheurs qui I'ont isoie (references bibllographtques (T6-?8) ci-^pres) sous rappeflatittn *^Tl.V4fltniK:*.t>DUf 
ta commodite du langage, il ne sera plus desigjne dam ce qui suft que par re*pr*s©IOR *5TLV-4n" (ou encore 
par I'expression SIV, atirevtation anglaise de "Simian immurtodeitoe^rcy Vims" -(virus <nmmunode1*etefic© flu 
singe)). ^ 

Un autre retrovirus, design© "STUMflAtan". (&u SIV^sm) a ete "tecrte tihez des ein&«j verts sauvages. Mate, «5 



35 



5 



0 269 520 



contrairement au virus present chez le singe macaque rhesus, la presence de "STLV-IIIagm* ne semble pas 
induire une maladie du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. 

Toutefois, la parente immunologique des proteines et des glycoproteines structurales, et par consequent la 
parente de leurs sequences nucleiques, de HIV-II d'une part.et des retrovirus STLV-lll m ac et STLV-III A qm 
5 d'autre part, reste Jimitee. Des experiences ont permis d'etablir une premiere distinction entre les retrovirus 
capables d'infecter f'homme ou le singe, il en ressort ceci : 

- le virus HIV-H ne se multiplie pas de facon chronique dans les lymphocytes du singe macaque rhesus, 
lorsqu'H a ete injecte in vivo et dans des conditions operatoires permettant le developpement du virus 
STLV-lllmac telles qu'elles ont ete decrites par N.L. Letvin et al, Science (1985)vol 230, 71-75. 
10 ^Cette apparente inaptitude de HIV-2 a se developper cher le singe dans conditions naturelies, permet de 
differencier biologiquement le virus HIV-ll d'une part, et les Isolats du virus STLV-III, d'autre part. 

En mettant en oeuvre les memes techniques "que celles rappelees plus haut, il a ete constate que Ton 
pouvait egalement obtenir a partir de STLV-III : 

- une proteine principale du noyau p27, ayant un pcids moleculaire de Pordre de 27 kilodaitons, 
15 - une glycoprot6ine majeure d'enveloppe, gp140, 

- une proteine vraisemblablement transmembranaire p32, qui n'est pas observee en RIPA lorsque le virus a au 
prealable ete marque par la 35 S-cysteine, mais qui peut etre observee dans les essais d'immunoempreintes 
(Western blots), sous forme de bandes larges. 

La glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-2 s'est reveiee etre plus proche immunologiquement de la 
20 glycoproteine majeure d'enveloppe de STLV-III que de la glycoproteine majeure d^enveloppe de HIV-1. 

Ces cosntatations s'imposent non seulement au niveau des poids moleculaires : 130-140 kilodaitons pour 
les glycoproteines majeures de HIV-2 et de STLV-III, contre environ 110 pour la glycoproteine majeure 
d'enveloppe de HIV-1, mais aussi au niveau des proprietes immunologiques, puisque des serums preleves a 
partir de malades infectes par HIV-2, et plus particulierement des anticorps formes contre la gp140 de HIV-2 
25 reconnaissent la gp140 de STLV-III, alors que dans des essais semblables les memes serums et les memes 
anticorps de HIV-2 ne reconnaissent pas la gp1 1 0 de HIV-1 . Mais les serums anti-HIV-1 qui n'ont jamais reagf 
avec la gp140 de HIV-2 precipitent une proteine de 26 Kdal marquee par la 35 S-cysteine, contenue dans les 
extraits de HIV-II. 

La proteine majeure du noyau (core) de HIV-2 semble presenter un poids moleculaire moyen (environ 
30 26.000) intermedlaire entre celui de la p25 de HIV-1 et la p27 de STLV-III. 

Ces observations resultent des essais realises avec des extraits viraux obtenus a partir du HIV-2 isole a 
partir de Tun des patients susmentionnes. Des resultats similaires ont ete obtenus avec des extraits viraux du 
HIV-2 isole a partir du second patient .. • . < 

Des cellules infectees respectlvement avec HIV-1. HIV-2 et STLV-III ont ete incubees dans un milieu 
35 contenant 200 u,Ci/mI de 35 S-cysteine dans un milieu exempt de cysteine non marquee pendant 16 heures. 
Les surnageants clarifies ont ete centrifuges a 60.000 g pendant 90 minutes. Les culots ont ete lyses dans un 
tampon RIPA(1), immunoprecipites avec differents serums, puis soumis a une electrophorese sur gel de ' 
polyacrylamide charge en dodecylsulfate de sodium (SDS-PAGE). , 
Les resultats observes sont iilustres par les figures 1a, 1b et 1c. 
40 Dans la figure 1a, sont presentes les resultats d'immunoprecipitation observes entre un extrait viral de HIV-1 
obtenu a partir d'une lignee cellulaire CEM C1.13 et les serums respectifs suivants : 

- serum positif anti-HIV-1 (bande 1), 

- serum obtenu du premier patient mentionne plus haut (bande 2), 

- serum d*un porteur africaln sain d'anticorps anti-HIV-1 (bande 3). 

45 - serum obtenu a partir d'un macaque Infecte avec STLV-III (bande 4) et 

- serum du deuxieme patient susmentionne (bande 5). 

Dans la figure 1 b, sont rapportes les resultats d'immunoprecipitation observes entre les antigenes de HIV-2 
obtenus a partir du premier patient, apres culture prealable sur des cellules HUT-78, et differents serums, plus 
particulierement le serum du premier patient sus-mentionne (bande 1). le serum positif anti-HIV-1 (bande 2), le 
50 serum du macaque infecte par STLV-III (bande 3), le serum du second patient susdit (bande 4). 

Enfin, la figure 1c illustre les resultats d'immunoprecipitation observes entre les antigenes d'un isolat de 
STLV-III otenu a partir d'un macaque presentant un SIDA de singe. Les serums utilises et auxquelles se 
referent les bandes 1 a 5 sont les memes que ceux rappeles plus haut en rapport avec la figure 1a. 
M se refere aux marqueurs myosine (200 Kd) gaiactosidase (130 Kd), serum albumune bovine (69 Kd), 
55. phosphoryiase B (93 Kd). ovalbumine (46 Kd) et carbonate anhydrase (30 Kd). 

Les figures 2a et 2b presentent les resultats comparatifs quant aux mobilites electrophoretiques des 
proteines de HIV-1, HIV-2 et STLV-III. 

La figure 2a se rapporte aux essais realises avec des extraits de virus marques par la 35 S-cysteine f apres 
Immunoprecipitation sur SDS-PAGE. Les differentes bandes se rapportent aux extraits de virus suivants : 
60 virus obtenu a partir du patient 1 et immunoprecipite par le serum provenant du meme patient (bande 1), 
extrait du meme virus immunoprecipite avec un serum temoin negatif provenant d'une personne ne portant 
pas d'anticorps anti-HIV-1 ou anti-HIV-2 (bande 2), extrait de virus STLV-III immunoprecipite par un serum 
provenant d'un macaque infecte par STLVrlll (bande 3). immunoprecipitations observees entre des extraits du 
meme virus et d'un serum temoin negatif (bande 4), extrait de HIV-1 Immunoprecipite par un serum d'un * 
65 patient europeen infecte par le SIDA. 
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La figure 1b presents les resultats obtenus dans des essais de Western-blot (Immunoempreinte). Des 
^ lysats cellulaires provenant de cellules HUT)78 non infectees ou irrfect6es ont ete soumis a une 

electrophorese sur SDS-PAGE, puis transferes electrophoretiquement sur un filtre de nitrocellulose, avant 
d'§tre mis a reagir avec le serum du premier patient susmentionne (serum dllue au 1/100e). Le filtre de 
nitrocellulose a ensuite ete lave et la d6tection des anticorps fixes reveiee avec des IgG anti-humaines de 5 
chevre marquees par 125 L 

Les taches observees darts des bandes 1 , 2 et 3 se rapportent respectivement aux essais d* agglutination 
entre le susdlt serum et des extraits de cellules HUT-78 non infectees (bande 1), des extrafts de cellules 
HUT-78 infectees avec un virus HIV-2 (bande 2) et des extraits de cellules HUT-78 infect6es par STLV-III 
(bande 3). Les nombres qui apparaissent dans les marges de chacune des bandes correspondent aux polds 10 
moleculaires approximators des proteines viraies les plus representatives (poids moleculaires en kilodaitons). 

II- ACIDES NUCLEIQUES 

1) les ARNs du retrovirus HIV-2 75 

L'ARN du virus, depose sur filtre d'apres la technique du "spot blot" n'a pas hybrids, dans des conditions 
stringentes avec I'ADN du HIV-1. 

Par "conditions stringentes" on entend : les conditions dans lesquelles la reaction d'hybridation entre TARN 
du HIV-2 et la sonde choisie marquee radioactivement au p 32 (ou marquee de facon differente). puis les 
lavages de la sonde sont faits. L'ybridation, sur membrane, est faite a 42° C en presence d'une solution 20 
aqueuse a 50Q/o (volume/volume) de 0,1 o/o SDS/5x55c, notamment formamide pendant 18 heures. La 
membrane sur laquelle a ete faite la reaction d'hybridation est lavee ensuite a 65° C dans un tampon contenant 
0.1 o/o de SDS et 0,1 X SSC. 

Par "conditions non stringentes", on entend les conditions dans lesquelles la reaction d'hybridation et les 
lavages sont faits. L'hybridation est realisee en mettant en contact avec la sonde choisie marquee au p 32 (ou 25 
marquee autrement). a savoir a 42° C dans un tampon 5 x SSc. 0,1Qfo SDS contenant 30 oto de formamide 
pendant 18 heures. Le lavage de la membrane est realise a 50° C avec un tampon contenant 0,1 o/o de SDS et 2 
XSSC. 

On a egalement realise des essais d'hybridation avec une sonde d'hybridation constitute par un plasmlde 
recombinant pBT1 obtenu par clonage de I'ADN du HIV-1 provenant de XJ19 (Cell 1985, vol. 40, p.9) dans le 30 
, vecteur pUC18. En conditions non stringentes, on n'a observe qu'une tres faible gybridation entre TARN de 
HIV-2 et I'ADN clone derive de HIV-1. 
» D'autres sondes contenant des sequences donees de HIV-1 ont ete utilisees : 

a) Des sondes simple brin de I'ADN du HIV-1 subgenomique elaborees a partir de sous-donas du genome 

* du HIV-1 et inserees dans le phage Ml 3. Les regions donees concemaient le gene protease ou le gene 35 
. "endonuclease". 

* Seule une sonde de la region endonuclease de HIV-1 (sequence de nucleotides comprise entre les bases no 
3760 et 4130) a donne une hybridation faible en conditions non stringentes avec te HIV-2. La sonde "protease" 
(sequence de nucleotides de HIV-1 comprise entre les bases n© 1680 et 1804) n'a pas hybride, meme en 
codnitions non stringentes avec le HIV-2. 40 

b) Une sonde pRS3 constitute par ia sequence codant pour la region "enveloppe" du HIV-1 (sous-clonage 
dans pUC18) n'a pas donne d'hybridation en conditions non stringentes avec HIV-2. 

La technique du "spot blot'est appelee aussi "dot blot" (transfert par taches); 

Des resultats d'hybridation supplementaires entre des ARNs genomiques de HIV-1 , HIV-2 et STLV-III, d'une 
part, et des sondes contenant diffeerentes sequences sub-genomiques du virus HiV-1, d'autre part, 45 
apparaissent dans la figure 3. 

Les surnageants des d iff e rents milieux de culture (a raison de 0,5 a 1 ml pour cheque tache) ont ete 
centrifuges pendant 5 minutes a 45.000 tours par minute ; les culots ont ete remis en suspension dans un 
tampon NTE contenant 0,1 % de SDS et deposes sur filtre de nitrocellulose. Celul-ci a ete pretrempre dans un 
milieu 2 x SSC (NaCI 0,3 M, citrate de sodium 0,03 M) . Apres cuisson (pendant 2 heures a 80° C), les ffltres ont 50 
ete hybrides avec diverses sondes contenant des sous-fragments genomiques de HIV-1 , dans des conditions 
non stringentes (30 o/o de formamide, 5 x SSC, 40° C), laves avec une solution 2 x SSC et contenant 0,1 o/ 0 de 
SDS, k 50° C. puis autoradiographies pendant 48 heures a -70° C avec des ecrans d'amplification. 

Les sondes 1-4 sont des sondes a brin unique obtenues par la methode de "coupe principale" (prime cut 
method) telle que decrite en (25). En bref des fragments mono-brins issus du virus M13 et portent des inserats 55 
de HIV-I subgenomiques (30) ont ete ligatures a des fragments d'oligomeres (17 nucleotides) issus de M13 
(BIOLABS). Le brin complementaire a ete ensuite synthetase avec I'enzyme de Klenow dans un tampon TM 
fTris 10 mM, pH 7,5, MgCfc, 10 mM) en presence de dATP, dGTP. dTTP et dCTB marques par du 32 p en alpha 
(Amersham, 3000 Ci/mMoi). L'ADN a ensuite ete digere par les enzymes de restriction appropries, denature 
par ia chaleur et soumis a elBCtrophorese sur un gel denaturant de polyacryiamlde (contenant 6<Vb 60 
d'acrylamide, de I'uree 8 M dans un tampon TDE). Le gel a ensuite ete autoradiographic pendant 5 minutes. La 
sonde a ensuite ete decoupee et eluee dans un tampon de NaCI 300 mM, SDS 0,1 o/o. Des activttes speclftques 
(AS) de ces sondes a brin unique ont ete estimees a 5.10 8 -10 9 d6sintegrations par minute/ microgramme 
' (dpm/jig). 

Les sequences caracteristiques contenues dans les differentes sondes etaient les suivantes : 65 



7 



0 269 520 



sonde 1 : nucleotides 990-1070, 

sonde 2 : nucleotides 980-1260, % 
sonde 3 : nucleotides 2170-2240, 
sonde 4 : nucleotides 3370-3640. 
5 Les numerotations des nucleotides qui precedent sont celles envisagees dans ('article reference en (30). 
Enfin la sonde 5 consiste en un ptasmide pUC-18 portant le fragment EcoR1-Sac1 du HIV clone dans kJ19 
(31), lequel a fait I'objet d'une translation de coupure (nick-translation) pour obtenir un AS d'approximative- 
ment 10 fl dpm/u,g. 

Les dispositions relatives des fragments subgenomiques contenus dans les sondes vis-a-vis du genome 
10 entier de HIV-1 sont schematisfees a la figure 3. Les differentes taches correspondent respectivement : 

- tache A : virus obtenus a partir d'une culture de cellules CEM CI .13 infectees par HIV-1 , 

- tache B : virus obtenus a partir de cellules HUT-78 infectees par STLV-III. 

- taches C et D : isolats respectivement obtenus a partir des virus des deux patients africains 
susmentionnes. 

i5 - tache E : extrait cellulaire temoin negatif obtenu a partir de cellules HUT-78 non infectees, 

- tache F : virus obtenu a partir d'un patient du Zaire affecte par le SIDA et ayant ete cultive sur des 
lymphocytes T normaux en presence de TCGF. 

Toutes les taches ont ete obtenues avec une quantite de virus correspondant a 25.000 dpm en acth/ite 
transcriptase inverse, sauf pour les taches C : 15.000 dpm. 
20 Les observations faites ont ete les suivantes : 

Les ARNs genomiques des deux isolats de HIV-2, obtenus a partir de partlcules viraies purifiees, n'ont 
hybride avec aucune des sondes dans les conditions stringentes sus-indiquees, bien que les particules viraies 
aient ete isolees et purifiees a partir de sumageants de cultures de cellules hautement infectees temoignant 
d'une acth/ite transcriptase inverse etevee. 
25 Dans les conditions non stringentes sus-indiquees, les observations suivantes ont ete faites. 

Toutes les sondes ont hybride de facon intense avec les ARNs genomiques obtenus des preparations 
temoins de HIV-1 et d'un autre isolat obtenu a partir d'un patient du Zaire souffrant du SIDA. 

Deux des sondes obtenues (nucleotides 990-1070 et 990-1260, toutes deux issues de la region gag de 
HIV-1) ont hybride legerement avec les taches des extraits des retrovirus HIV-2; Tune seulement de ces deux 
30 sondes (nucleotides 990-1 260) a aussi montre une legere hybridation avec la tache de STLV-III (figure 3). En ce 
qui concerne la sonde c ont en ant un fragment de la region pol (nucl6otides 2170-2240); on a observe une. 
hybridation avec STLV-III et, mais de facon beaucoup plus faible, avec TARN de HIV-2. L'autre sonde de la 
region pol (nucleotides 3370-3640) n'a donne d'hybridation avec aucune des taches de HIV-2 et de STLV-lll. - 
Enfin, la sonde modifies par translation de coupure et contenant la totaJite du gene env et LTR (nucleotides 
35 5290-9130) de HIV-1 n'a hybride ni avec les ARNs de STLV-III, ni avec ceux de HIV-2. ' 
On remarquera encore qu'une autre sonde, qui contenait I'extremite 5' du cadre de lecture de pol de HIV-1 
(correspondant a la region protease) n'a hybride ni avec les ARNs de HIV-2, ni avec les ARNs de STLV-III. - 
II resutte done encore de ce qui precede que le virus HIV-2 paratt plus eloigne, sur le plan structural, du virus ^ 
HIV-1 qu'il ne Test de STLV-III. HIV-2 differe neanmoins de facon significative de STLV-III, ce qui vient a I'appui ' 
40 des resultats differents observes quant aux capacites infectieuses des virus HIV-2 pratiquement nulles chez 
les singes, compares aux capacites infectieuses certaines des STLV-III chez les memes especes de singes. 

Les cartes de restriction et les sequences de TARN genomique de HIV-2 ou des cADNs obtenus a partir de 
ces ARNs genomiques sont accessible a I'homme du metier, des lors que les souches de HIV-2 deposees a la 
C.N.C.M. peuvent, apres multiplication appropriee. mettre en ses mains le materiel genetique necessaire aux 
45 determinations de ces cartes de restriction et sequences nucleotidiques. Les conditions dans lesquelles la 
carte de restriction du genome de Tun des isolats de HIV-2 de cette invention ont et6 6tablies et les conditions 
dans lesquelles certaines des parties de ADNc derivees de ces genomes ont ete sequencees sont decrites 
ci-apres. 

La carte de restriction du genome d'un retrovirus representatif des retrovirus Hlv-2 est representee dans la 
SO figure 4. La carte de restriction d'un fragment important de cet ADNc apparalt a la figure 5. Enfin une partie de 
ce dernier fragment a ete sequence. 

Cette sequence et un certain nombre des sites de restriction qu'elle contient apparaissent a la figure 6. 
L'ADNc entier clone -ou des fragments clones de cet ADNc-peuvent eux-memes §tre utilises comme sondes 
d'hybridation specifiques. 

55 

2) ADNc et fragments de cet ADNc, respectivement derives de I'ARN de HIV-2 
Les conditions dans lesquelles I'ADNc susdit a ete obtenu, sont decrites ci-apres. 
La prerhiere etape de fabrication de cet ADNc a compris la production d'un oligo (dT) servant d'amorce ou 
d'un brin d'ADNc initiateur, par la realisation d'une reaction endogene activee par un detergent, utilisant la 

60 transcriptase inverse de HIV-2, sur des virions purifies, obtenus a partir de sumageants de cellules CEM 
infectees. La lignee cellulaire CEM etait une lignee cellulaire lymphoblastoTde CD4+ dfecrite par G.E. Foley et 
a|. dans Cancer 18: 522-529 (1965), dont fe contenu est considere comme faisant partie de la presente 
description. Ces cellules CEM utflisees sont infectees avec un isolat ROD, qui s'est revele produire de facon 
continue des quantites importantes de HIV-2. 1 

65 Apres la synthese du second brin (en presence de nucleotides et d'une ADN polymerase bacterienne), les 
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cADNs double-brins ont ete inseres dans un vecteur de phage bacterien M13 TG130. Une banque de phages 
de 10 4 phages recombinants M13 a ete obtenue et soumise 4 un tri In situ avec une sonde HIV-1. Celle-d 
contient un fragment de 1.5kb issu de I'extremit6 3' de I'ADNc derivee de PARN de I'lsolat LAV (montre dans la 
figure 7 A). Environ 50 plaques positives ont 6te detectees, purifiees et caractertsees par une hybridation 
croisee des inserats et sequenicage des extremites. 

Cette procedure a permis I'isolement de differents clones contenant des sequences approximativement 
complementaires de I'extremite 3' de PARN polyadenyle de la region de "repetition longue terminale* LTR 
(abreviation anglaise de 'long terminal repeat' de HIV-1, decrite par S. Wain Hobson etaJ. dans Cell 40: 9-17 
(1985)) dont le contenu est considere ici comme faisant partie de la description. 

Le plus important des inserats du groupe concerne de clones de M13 hybridant avec la region LTR3' de 
HIV-1, est un clone designe par E2, d'environ 2 kb. Comme la region LTR3' de HIV-1, le clone E2 contient un 
signal AATAAA s'rtue a environ 20 nucleotides en amont d'une partie terminale poly A, et une region LTR3' 
correspondant a cells de HIV-2. Apres sequencage partiel, cette region LTR3' de HIV-2 s'est revelee presenter 
une parent6 efoignee avec le domaine homologue de HIV-1. 

La figure 5 est une carte de restriction du fragment de E2 (zone rectangulaire allongee) incorpore dans le 
piasmide pSPE2 qui le contient II comprend une partie de la region R, la region U3 de HIV-2. Le dessin ne fait 
pas apparaiatre les limites des regions R et U3. 

La sequence d'une partie de E2 apparart a la figure 6. Les positions de sites de restriction specifiques y sont 
indiqu6es. Le faible degre de parente entre les regions LTR3' de HIV-1 et HIV-2 est illustre par la figure 7. En 
effet, a peu pres 50<Vb seulement des nucleotides des deux LTR peuvent etre mis en allgnement (homologue 
de sequence d'environ 50%) au prix d'une centalne d'insertions ou de deletions. En comparison, ITiomologie 
de sequence des regions correspondantes des isolats americains et africains differents variants de HIV-1 est 
superieure a 95o/o, sans insertion ni deletion. 

Le clone E2 a ete utilise comme sonde specffique d'HIV-2, pour I'identification sur filtre d'hybridation des 
sequences issues de HIV-2, contenues dans d'autres clones. 

Cette sonde detecte egalement I'ARN genomique de HIV-2 dans des conditions stringentes. Elle permet de 
meme, la detection par la methods dite de "Southern blot" sur I'ADN de cellules CEM ou analogues infectees 
avec un isolat ROD ou d'autres isolats de HlV-2. Aucun signal n'est detects dans les memes conditions de 
stringence dans des essais d'hybrtdation de cette sonde avec des ADNc issus de cellules non infectees ou de 
cellules infectees par HIV-1. Ces resultats ont confirme la nature exogene de HIV-2 vis-a-vis de HIV-1. Una 
espece d'environ 10 kb. correspondant probablement a I'ADN viral non integre, a ete detecte a titre principal 
dans I'ADN non digere de cellules infectees par HIV-2. Un autre ADN ayant une taille apparente de 6 kb 
correspondant peut etre a une circulaire de I'ADN viral, a ete detecte aussl. 

Les autres parties du genome de HIV-2 ont ete identifies egalement. A cet effet. une banque genomique a 
ete construite dans le phage lambda L47. Le phage lambda L47.1 a ete decrit par WAM. Loenen et a}, dans 
Gene 10: 249-259 (1980), publication dont le contenu est considere comme faisant partie de la present 
description. 

La banque genomique est construite avec des fragments obtenus par digestion de I'ADN provenant de la 
Hgnee cellulaire CEM infectee avec HP/-2rod. apres digestion avec I'enzyme Sau3Al. 

Environ 2 x 10 fl plaques de recombinants ont et§ triees in situ avec un clone contenant rinserat E2 marque 
de I'ADNc de HIV-2. Dix phages recombinants ont 6te detectes sur plaques et purifies. Les cartes de 
restriction de trois de ces phages, caracterises par leur capacite d'hybridation en "Southern blot" avec 
Pinserat E2 dans des conditions stringentes, ainsi qu'avec des sondes subgenomiques de HIV-1 dans des 
conditions non-stringentes. 

Un clone portant un inserat de 9.5 kb et derivant de PADN viral circulaire entier, contenant le genome 
complet de HIV-2, a et6 identrfie. II a ete designe "Lambda ROD 4". Les deux autres clones. Lambda ROD 27 et 
Lambda ROD 35 derivant de provirus int6gres. portant des sequences LTR des sequences codantes virales et 
des sequences adjacentes d*ADN cellulaire. Les differentes s6quences decoulent de la figure 8. 

Des fragments des clones Lambda ont ete sous-clones dans piasmide vecteur plasmidique pUC 18. Les 
fragments issus de X ROD 4, X ROD 27 et X ROD 35 et respectivement sous-clones dans le susdrt vecteur 
piasmide apparaissant egalement a la figure 8. Les sous-clones suivants ont ete obtenus. 

- pROD 27-5 derive de Lambda ROD 27, contient une region de 5,2 kb du genome de HIV-II et des sequences 
cellulaires adjacentes (5' LTR et sequence virale condante 5' autour d'un site ECO RI). 

- pROD 4.8 derive de Lambda ROD 4, contient un fragment Hind III d' environ 5 kb. Ce fragment correspond a 
la partie centrale du genome HIV-2. 

- pROD 27-5' et pROD 4.8 contiennent des inserats de HIV-2 qui se chevauchent mutuellement. 

- pROD 4.7 contient un fragment HIND III de 1.8 kb de Lambda ROD 4 ; ce fragment est place dans la 
direction 3 vis-a-vis du fragment sous-clone dans p ROD 4.8 et contient environ 0.8 kb de sequences virales 
codantes et une partie situee entre les sites de clonage Bam H1 et Hind III du bras gauche du phage Lambda 
(Lambda L 47.1). 

- pROD 35 contient toutes les sequences HIV-2 codantes dans la direction 3. vis-a-vis du site Eco R1, 
I'extremite 3' LTR et environ 4 kb de sequences nucleiques adjacentes d'ortgine cellulaire. 

- pROD 27-5' et pROD 35 contenus dans E.Coli HB 101. ont ete deposes a la CNCM sous les numeros 
respectifs I-626 et I-633, le 21 novembre 1986. 

- pROD 4.7 et pROD 4.8, contenus dans E.Coli TG1, ont et6 deposes a la CNCM respectivement s us les 
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numeros 1-627 et 1-628, le 21 novembre 1986. 

Le genome complet de HIV-2 ROD, dont la carte de restriction apparaJt a la figure 4, a ete reconstitue a partir 
de pROD 35, linearise au prealable avec Eco R1, de pROD 27-5'. L'inserat Eco R1 de pROD 27-5 a ete ligature 
dans I'orientation correcte dans le site EcoRI de pROD 35. 

5 Le degre de parente entre HiV-2 et les autres retrovirus humains ou simiens a ete apprecie par des 
experiences d'hybridation mutuelle. L'homologie relative entre les differentes regions de genomes de HIV-1 et 
de HIV-2 a ete determinee par des essais d'hybridation de fragments respectivement issus de genome de 
. HIV-1 clone et de Lambda ROD 4 marque radioactivement Les positions relatives de ces fragments 
(numerates de 1 a 11) vis a vis du genome de HIV-1 apparatssant au bas de ta figure 9. 

10 Meme dans des conditions de tres faible stringence (Tm-42°C.) les genomes de HIV-1 et HIV-2 n'hybrident 
qu'aux niveaux de leurs genes respectrfs gag (taches 1 et 2), des regions reverse transcriptase dans pol 
(tache 3), des regions d'extremites de pol, des genes O (ou sor) (tache 5) et des genes F (ou 3' orf) et 3' LTR 
(tache 11). Le fragment HIV-1 utilise pour detector les premiers clones ADNc de HIV-2 correspond au 
sous-clone de la tache 11, qui hybride relativement bien avec HIV-2 dans des conditions non stringentes. Un 

15 signal provenant de la tache 5 est le seul persistant apres un lavage stringent. Le gene d'enveloppe, la region 
du gene tat et une partie de pol apparaissent tres divergents. Ces donnees, ainsi que ta sequence obtenue 
avec LTRlfigure 3) demontrent gue HIV-2 n'est pas (en tous les cas au niveau de son enveloppe) un variant de 
HIV-1. 

On observe que HIV-2 est plus proche de SIV (decrit par M.D.Daniel et al. dans Science 228: 1201-1204 
20 (1985), dont le contenu doit etre considere comme faisant partie de la presente description) qu'il ne I'est de 
HIV-1. 

Toutes les proteines de SIV, y compris la proteine de Penveloppe, sont immuno-precipitees par des serums 
de patients infectes par HIV-2, tandis que la reactivite serologique croisee de HIV-1 et HIV-2 est limitee aux 
proteines du noyau. Cependant SIV et HIV-2 peuvent etre distingues par les differences mentionnees plus 

25 haut au niveau des poids moleculaires de leurs proteines. 

En ce qui concerne les sequences nucleotidiques, on remarque aussi que HIV-2 a une parente avec SIV. 
De plus, la caracterisation de HIV-2 permet aussi de delimiter ie domaine de la giycoproteine d'enveioppe 
qui est responsable de ta fixation du virus a la surface des cellucles cibles et de Pintemalisation ulterieure du 
virus. ^Interaction se fart par Pintermediaire de la molecule CD4 elle-meme et fls emble que HIV-1 et HIV-2 

30 utilisent le m§me recepteur. Aussi, bien qu'il existe de grandes differences entre les genes env de HIV-1 et 
HIV-2, les domaines homologues restreints des enveloppes des deux HiV peuvent-ils §tre consideres comme 
constituants de fixation a un recepteur commun des lymphocytes T4. Ces sites sont appeles a constttuer des 
epitopes porteurs de Pirnmunogenicite de peptides qui pourraient etre utilises pour susciter chez Phomme 
une reponse immunitaire protectrice contre les virus HIV. 

35 Des sequences avantageuses pour la constitution de sondes dans des reactions d*hybridation avec le 
materiel genetique de patients porteurs de virus ou de provirus, notamment pour detecter la presence d'ARN 
de virus HIV-e dans leurs lymphocytes contiennent une sequence nucleotidique resultant de combinaison des 
fragments de 5 kb de Hind lll de ROD 4 et de PADNc E2. Les essais peuvent §tre realises selon toutes 
methodes notamment selon les techniques de "Northern blot", "Southern blot" et "dot blot". 

40 Des caracteristiques supplementaires de Pinvention apparattroht encore de facon non limitative au cours de 
la description qui suit d'exemples ^identification de certaines parties du genome retroviral et de la production 
d'un certain nombre d'ADNs recombinants mettant en jeu diverses parties d'un ADNc derive du genome 
retroviral de HIV-2 

45 EXEMPLE i 

Sonde ADN, pour I'utnisation dans les kits de diagnostic de HIV-2 . 

Un ADNc comptementaire de TARN du genome obtenu a partir de virions purifies, a ete prepare selon la 
methode suivante : 

50 Le surnageant obtenu apres 48 heures de culture de cellules CEM irrfect6es par un isolat HIV-2 ROD de 
HIV-2 a ete ultracentrifuge. Le culot de centrifugation contenant le virion a ete centrigue sur gradient de 
sucrose pour former un nouveau culot de centrifugation substantiellement par ta meme methode que celle 
decrite dans la demande de brevet europeen 84/401 234/0.138.667 deja mentionnee. 

La preparation de HIV-2 purine a ete utiiisee pour la synthese d'ADNc en mettant en oeuvre une reaction 

55 endogene, activee par un detergent. 

En resume, la preparation du virion a ete ajoutee a un melange de reaction contenant 50mM TrisHCI, 5mM 
MgCl2, 10mM DTT, 0.0250/0 du detergent commercialise sous la marque TRITON, et 50 \lU de chacun des 4 
deoxynucleoside-triphosphates et un initiateur oligo (dT). La reaction a ete condurte pendant 90 minutes a 
37°C. 

60 Apres Pextraction au phenol des proteines presentes dans le premier milieu de reaction, la seconde chaTne 
de PADNc a ete synthetisee en presence de RNAse, ADN polymerase 1 de E.coli et des 4 deoxynucleotides, 
pendant 1 heure a 15°C et 1 heure a 22° C. Des extremltes franches ont ete creees sur cette double chaTne 
ADNc, par Taction de la T4 ADN polymerase. Tous les reactrfs de ce procede sont disponibies dans le 
commerce (kit ADNc de la Societe AMERSHAM) et ont ete utilises comme recommand6 par le fournisseur. 

65 Apres (1) ligation d'adaptateurs (linkers) contenant un site Eco RI (commercialises par Pharmacia) aux 
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extremes tranches de I'ADNc en presence d'une llgase ADN T4 (commercialises par BIOLABS) (2). digestion 
de ces -linkers- par I'endonuclease de restriction EcoR1. et (3) elimination des fragments de linker" par une 
filtration sur gel (colonne du gel commercialise sous la marque ULTROGEL) AcA 34 0-KB-IBF) ,-ADNc e*t 
Insert dans un vecteur M 13 TG 130 dive par EcoR1. Une banque d ADMcs a ete obtenue aprts 
transformation de la souche de ExoliTGI. On a obtenu approximativement 10* plaques de reoombmarrts M13. 

Pour selectJonner dans la baRqUe" d'ADNcs des clones M13 recombinants corrtenant I ADNc de HIV-2, la 
technique d'hybridation sur plaque a ete utilisee. L'ADN des plaques M13 a ete transfer* : sur des^ fiHres de 
nitrocellulose, et hybride a des sondes de HIV-1 subgenomiques dertvees du clone lambda J19 d un virus 
LAV (ou HIV) decrit dans la demande de brevet europeen. Cette sonde comprenait un Inserat constitue par 
une partie ayant une longueur approximative de 1500 paires de bases (pb) de I'ADN de HIV-1 . Cet Inserat etalt 
delimits par deux sites de restriction Hindlll respectJvement a I'interieur du cadre de lecture ouverte du gene 
-env- et dans le segment R de I'extrSmTti 3' LTR de HIV-1 . Cette sonde contenatt I extremite 3' du gene envja 
totalit6 du gene F. le segment U3 et une partie du segment R de LTR. d'une longueur approximative de 1500 

P TasondSenait I'inserat Hindlll de 1.5kb a ete marquee avec du **9 dCTP et dTTP (3000 CI x 10 
mole) par incubation de la sondTen presence dmitiateurs et d'ADN polymerase 1 de Klenow. pendant 4 
heures A 15°C (en utilisant un kit de AMERSHAM). Les essais d'hybridation des clones d ADNc de la banque 
ont ete conduits pendant toute la nult dans des conditions de falble stringence. au seln d une solution d un 
m"ieu d'hybridation contenant 5X SSC. 5X Denhart. 25% de formamide 100 ug/ml d'ADN I de sperrne de 
Saumon denature et la sonde marquee (2 x 10? com avec une spedfidte de 10" cpm/ug) i i 37»C. Les filtres ont 
ete soumis a trois etapes de lavage, successivement en prfeence des tro« ^ lu « 0 " s a d ° n ^ e c ^ n P^^ 
sont indiquees ci-apres: Lavage no 1 :5XSSC. 0.1% SDS.a 25<>C pendant 4x15 minutes Lavage no 2.2XSSC. 
WorSDS.i 42'C pendant 2x30 minutes Lavage no 3:0.1XSSC.0.1% SDS. a 65°C pendant 2x30m.nutes 
Chaque lavage est suivi par une autoradiographie des filtres. ' ~ 

Plusieurs clones positifs ont ete detectes apres le lavage n» 1 et Port encore ete apres le lavage n« > 2. 
Cependant. tous les signaux disparaissaient apres le lavage no 3. Ceci .nd.que: que les clones poslWs in jwatant 
avec le genome de HIV-1 qu'une faible parents, neanmoins suffisante pour effectuer la susdrte selection Les 
clones positifs ont ete repiques. redeposes sur des plaques et de n°u^ avec la memesonde tens 

les conditions de stringence correspondent au lavage n» 1. La majorlte d'entre-eux ' 

Les clones ont aussi ete selectionnes en mettant en oeuvre une sonde d ADN humaln total dans des 30 
conditions de stringence moyenne et par hybridation dans 5X SSC. 5X Denhart et ^^™' d ^ t ? u ^ 
d'un lavage dans 1X SSC. 0.1 % SDS. a 50° C. Aucun des clones prealablemert posttHs n a ete detects, par 
consequent ne correspondait pas a I'ADN repetitif specffique ou a I'ADNc de I ARN ribosomal. 

Les clones recombinants M13 positifs ont ete outlives dans un milieu llquide et caractenses : 

(1 U a ADNtUe"simplel.rin de M13 a ete obtenu a partir de chaque clone individual, et la synthase du second 
brin a ete conduite avec une sequence initiatrice 17-mer M13 et I'enzyme de Klenow. Les Inserate ont ete 
exdses a I'aide d'EcoRI (BOEHRINGER) et analyses par electrophorese sur gel d agarose La plupart des 
inserats contenaienT de 200 a 600 et 200 pb. a I'exceptlon du done denomme E2.1. qui avatt 
approximativement une longueur de 2 Kpb. 

(21 Analyse de la sequence nucleotidigue : 

1 Plusieurs clones ont ete partiellement se quences, en utilisant la methode dldeoxy de Sanger et al decrrte 
dans Proc. Natl. Acad. Sci. 74:5463-7 (1977). faisant partie de la presents description Dtfferents clones 45 
independants contenaient des sequences nucleotidiques similalres a ('exception des chataes poly-A * leurs 
extremes 3' dont les longueurs etaient differentes. Ces resultats demontrent que ces c ones ADNc & 6taient 
derives de la matrice d'ARN. L'analyse de sequence detaillee de ces clones ADNc. comprenant I extremite 3 
du genome de HIV-2. a montre une parente limitee avec HIV-1. 

(31 Hybridation avec TARN et I'ADN gen omique de HIV-2. A/cnmn,^™ qn 

( a) Obtention de I'ARN genomique de HIV-2 : Un surnag eant infecte a ete centnftjge (50.000 rotates. 30 
minutes). Le cu.ot du depol a ete resuspendu dans 10mM Tris pH 7.5 1mM EDTA c U«» SDS L 'un desdones 
d'insertlon F1 .1 a ete marque et utilise comme sonde pour ('hybridation avec I'ARN genomique de dtfferents 
isolats viraux, conformement a la technique de "dot-blot". 

La technique "dot-blot" comprenait les etapes suivantes : . . 

(i) deposer I'echantillon (lysat HIV-2) en taches sur une membrane de nitrocellulose prealablement trempee 
dans 20X SSC (3M NaCI. 0.3M de citrate de sodium) et sechee a I'air. (ii) faire cuire la membrane pendant 2 
heures a 80°C.. et (Hi) effectuer I'hybridation. 

Cette hybridation a et& conduite dans des conditions de haute stringence (5X SSC. 5X Denhart. 50<*b 60 
fonnamide 4 42°C). Elle a et6 suMe d'un lavage dans 0.1X SSC. 0.1% SDS 4 65 C D».s ces condrt Ions b 
sonde hybride fortement aux taches provenant de deux isolats independants de HIV-2, tncluant le LAV-II ROD. 
dont I'ADNc clone etait issu. Un faible signal d'hybridation a ete detects avec la tache formee par STLV-lllmac 
O^rus T-Lyrnphotropique de Singe (element connu comme "SIV) de type III. macaque), et aucune 
hybridation n'a 6t6 dStectee avec les Isolats de HIV-1. 
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Les experiences de "Southern Blot", mettant en jeu le clone E-2.1 contenant Hnserat de 2Kb en tant que 
sonde marquee au 32 P, ne manifesterent aucune hybridation avec des ADNs de cellules non infectees, mars $ 
detectaient des bandes dans des cellules detach6es infectees par HiV-2 dans des conditions de forte 
stringence. HIV-2 montre un polymorphisme a des niveaux de sa carte de restriction equivalents a ceux des 
5 cartes de restriction de HIV-1. Avec de I'ADN celiulaire complet de cellules infectees, deux sortes de signaux 
sont detectes par la methode de "Southern Blot" : (1) dans des fractions d'ADN ayant des poids moleculaires 
PM d'environ 20kb et plus dans le cas de formes integrees du virus, et (2> dans tes fractions de PM plus faibles 
(9,10kb), dans ie cas de virus non integre au genome. 

Ces caracteristiques sont hautement specrftques d'un retrovirus. 
10 Certaines experiences effectuees avec STLV-UI (SIV-3) de cellules infectees ont permis de constater que le 
retrovirus simien est relativement distant de HIV-2 (le signal est uniquement detecte dans des conditions de 
faible stringence). Ces experiences montrent que les susdites sondes permettent la detection sp6cifique de 
HIV-2. 

15 (4) Sous-clonage de I'ADNc de HIV-2 dans un vecteur plasmide bacterien : 

Le clone M13 positif, E 2-1 a ete seiectionne et sous-clone dans un vecteur plasmide. L'ADN du phage M13 
fTG 130) recombinant E-2 a ete purifie sous forme d'un ADN simple brin (M-13-ROD-E2) contenant Hnserat 
de 2 kb, contenant la portion 3' du genome de HIV-2 (obtenu a partir de HIV-2 ROD). Cet inserat a ete 
transfere dans le plasmide pSP65, decrit par Melton, DA dans 357 Nucleic Acid Res. 12:035-7056 (1984). 

20 Une seconde chalne a ete constmite in vitro en presence de ia sequence d'initiateur 17 mer (AMERSHAM), 
des quatre nucleotides A.C.T.G. et de I'ADN polymerase I (KJenow). L'inserat Eco R1 a ete excise par digestion 
Eco R1 et purifiee sur gel d'agarose, puis ligue a pSP65, lui-meme preatablement dlger6 avec Eco R1. Le 
melange de ligation a 6te utilise pour transformer la souche E.coli DH1 et des recombinants ont ete 
selectionnes grace a leur capacite de resistance a rampicilline. Les recombinants identifies ont ete cultives 

25 sur milieu LB (Luria medium) contenant 50 ng/ml d'ampicilline. Ces plasmides recombinants ont ete purifies et 
controles quant a la presence du fragment insere correct. 

L'un des clones obtenus designe par la reference pSPE2, a ete depose a la CNCM a PARIS, France, sous le 
no d'acces I-595 le 5 Septembre 1986. 

Les inserats derives des ADNc de HIV-2 et qui se trouvaient inseres dans la sonde susdite contenaient la 

30 sequence de nucleotides qui a ete definte plus haut, en rapport avec une partie de E2. 

EXEMPLE II 

Clonage d'un ADNc complementaire a I'ADN complementaire a I'ARN genomique de virions de HIV-2 

35 Des virions HIV-2 ont ete purifies a partir de 5 litres d'un surnageant d'une culture d'une lignee CEM infectee 
avec un isolat ROD. Un premier brin d'ADNc a 6te synthetase au contact de virus purifie sedimente, en 
presence d'un initiateur oligo (dt) et en mettant en oeuvre une reaction endogene activee par un detergent, 
selon la technique decrite par Alizon et al ? Nature 312 : 757-760 (1984). Les hybrides ARN-ADNc ont ete 
purifies par une extraction par un melange phenolchloroforme et par une precipitation a I'ethanol. Le second 

40 brin d'ADNc a ete produit en presence d'ADN polymerase-l/RNAse H selon la methode decrite par Gubier et 
Hoffman. La description de cet article est consideree comme faisant partie de la presente description. 

L'ADNc double brin a ete muni d'extremites tranches en presence d'ADN polymerase T4 en utilisant les 
constituants d'un kit de synthese d'ADNc commercialise par AMERSHAM. 

Des adaptateurs (linker) Eco R1 commercialises par PHARMACIA, ont ete fixes a I'extremite de I'ADNc; 

45 I'ADNc ainsi modifie a ete inser6 apres digestion en presence de Eco R1 dans un vecteur de phage 
dephosphorile M13tg130 lui-meme dig6re par Eco R1. egalement commercialise par AMERSHAM. Une bande 
d'ADNc a ete obtenu apres transformation de la souche E.coli TG1. Des plaques de recombinants (10 4 ) ont 
ete tries in situ sur des filtres permettarit des repliques par hybridation avec le clone J1 9 contenant le fragment 
Hind III de 1,5kb deja mentions plus haut, issu de HIV-1. 

50 Les filtres ont et6 prehybrides en presence d'un milieu contenant 5 x SSC. 5 x solution DENHARDT, 
formamide a 250/o t de TADN denature de sperme de saumon (100 microgrammes/mml) a 37° C, pendant 4 
heures, puis hybride pendant 16 heures dans le mSme tampon (Tm -42° C) en presence d'un supplement de 
sonde marquee (4 x 10 7 cbm), pourfournir une solution finale de tampon d'hybridation contenant 10 6 cpm/ml). 
Le lavage a ete fait avec une solution 5 x SSC, 0,1 <Vb SDS a 25° C pendant 2 heures (etant entendu que 20 x 

55 SSC correspond a une solution NaCI 3M et de citrate de sodium 0.3M. Les plaques repondant positivement 
ont ete purifiees et les ADNs mono-brins de M13 ont ete prepares et leurs extremites ont 6t6 s6quencees 
selon la methode de Sanger et a!. 

Hybridation d'un ADN de cellules infect6es par HPV-1 et HIV-2 et d'ARNs de HIV-1 , HIV-2 et de virions SIV 

69 respectivement avec une sonde derivee d'un ADNc clone de HIV-2. 

Les ADNs ont ete extraits de cellules CEM infectees produisant de fapon continue respectivement HIV-1 et 
HIV-2. Des echantillons d'ADN de ces deux retrovirus, digeres pour certains par 20 ug de Pst l, non digeres 
pour d'autres ont ete soumis a une electrophorese sur gel d'agarose a 0,8% et transfere par la methode 
"Southern" sur membrane de nylon. Des petits volumes de surnageant infecte, repris dans un tampon NTE 

65 contenant 0.1 <Vb de SDS ayant les memes activites de transcriptase inverse ont ete deposes sur nitrocellulose. 
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qui avait 6te trempe auparavant dans une solution 2 x SSC. 

Un© prehybridation a ete faite dans une solution cpntenant SOO/o de formamide, 5 x SSC, 5 x Denhardt, et 100 
mg/ml d'ADN de sperme de saumon denature pendant 4 heures a 43° C. Une hybridation a ete conduite dans 
le meme tampon, auquel avait 6te ajoute IWo de sulphate de dextran, et 10 6 cpm/ml. d'inserat marque E2 
(activite specifique 10 9 cpm/ug) pendant 16 heures a 42° C. Deux lavages ont ensuite ete faits avec une 5 
solution 0.1 x SSC, 0/|o/q SDS pendant 30 mn chacun. Apres 1'expositlon pendant 16 heures a un ecran 
d'intensffication la tache Southern est deshybridee dans 0.4 N NaOH, neutralisee et rehybridee dans tes 
memes conditions a la sonde HIV-1 marquee avec 10 9 cpm/ug. 

EXEMPLE III 10 

Clonage dans le Phage Lamdba de I'ADN complet du provirus de HIV-2 . 

L'ADN des cellules CEM infectees par HIV-IIROD (figure 2, bandes a et c) est partieliement digere avec 
Sau3AI. La fraction 9-15 kb a ete selectionnee sur gradient de sucrose a 5-40% et liguee aux bras Barn HI du 
vecteur lambda L47.1 . Les plaques (2 x 10 6 ) obtenues apres empaquetage in vitro et dep6t sur souche E.coll is 
LA 101 ont ete triees in situ par hybridation avec I'inserat de PADNc clone E2. Approxlmativement, 10 clones 
positifs ont ete purifies sur plaque et propages sur E.coll C600 recBC. Les clones lamdba ROD 4, ROD 27 et 
ROD 35 ont ete amplifies et leurs ADN caracterises par etablissement de leurs cartes de restriction et par 
hybridation par la methode de "Southern" avec le clone ADNc de HIV-II dans des conditions stringentes et 
avec les sondes gag-pol de HIV-1 dans des conditions non stringentes. 20 

La figure 8 presente de facon schematique les structures de 3 des phages recombinants obtenus ROD 4, 
ROD 27 et ROD 35. 

Les parties rectangulaires allongees de ces schemas correspondent a des sequences pro-viraJes issues 
des ADNs des cellules CEM initialement infectees, les parties blanches correspondant a des sequences 
retrovirales, les parties grisees a des parties des ADNs cellulaires et les parties en noir au LTR dans lesdltes 25 
frequences virales. 

Les traits fins deslgnes par les lettres L et R correspondent aux bras issus du vecteur de phage Lambda 
L47.1 ayant servi au clonage. 

Certains des sites des restrictions ont egalement ete indlques : II s'agit plus particullerement des sites 
survants : 30 
B : Barn HI ; E ; Eco RI ; H: Hindlll ; K: Kpn l ; Ps: Pstl;Pv : Pvu tl ; S: Sac! ; X: Xbal . 

Ces sequences virales ont des parties en commun avec la sequence E2. Les positions relatives de ces 
parties determinees par hybridation avec E2, apparaissent egalement dans les figures. 

ROD 4 est derive d'un ADN viral circulate. ROD 27 et ROD 35 sont derives de provirus integr6s dans une 
structure ADN cetlulaire. 35 

Enfin, on voit apparaitre dans ces figures les inserats sous-clones dans les conditions qui ont et6 indiqueas 
plus haut et leurs positions relatives vis-a-vis des sequences correspondantes de ROD 4, ROD 27 et ROD 35. 

II s'agit plus particulierement des inserats des plasmides pROD 27-5', pROD 35-3', pROD 4.6, pROD 4.8 et 
pROD 4.7. 

La figure 9 est une representation des intensites relatives des taches d'hybridatlon qui ont ete realisees 40 
entre ROD-4 et des sous-fragments 1 a 11 respectivement issus des differentes parties d'un ADN a chaJne 
unique tssu de sous-clone de M13 contenant un acide nucieique derive du genome entler de LAV. Les 
positions relatives de ces divers fragments vis-a-vis du genome entier de LAV (determine par sequencage) 
sont indiquees dans la partie inferieure de la figure. Le point 12 correspond a une tache t6moln realise en 
mettant en oeuvre un ADN temoin du phage Lambda. 45 

Les essais d'hybridation dans la methode de transfert par tache (dot-blot) ont ete realises dans les 
conditions de faibie stringence de I'exemple ft. En utilisant a titre de sonde, le recombinant Lambda ROD 4 
contenant PADNc total de HIV 2. Les lavages ont ensuite ete faits successivement dans les conditions 
suivantes : 

2 x SSC t 0.10/0 SDS a 25°C. (Tm -42°C). 1 x SSC. 0.1 c/o SDS a 60°C. (Tm -20°C), et 0.1 x SSC, 0.1Qto SDS a 50 
60° C. 
(Tm -3°C). 

Les taches representees ont ete obtenues apres exposition radiographique pendant 1 nuit. 
EXEMPLE IV 55 
Test de diagnostic in vitro de la presence du virus HIV-2 dans un milieu biologique. 
MATERIEL ET METHQDES 

60 

PATIENTS 

Les patients infectes par HIV-2 ont ete selectionnes parmi des personnes admises a rhdpital Egas Moniz de 
USBONNE pour hospitalisation ou pour consultation, entre septembre 1985 et septembre 1986. 

Pour realiser cette selection, tous les individus d*origine africaine ou ayant sejoume en Afrique ont subl un 
test serologique a la fois pour rechercher la presence d'anticorps contre HIV-I (immuno-fiuorescence-IFA- 65 
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et/ou EUSA) et centre HIV-2 (IFA). Seuls les patients pour lesquels on a prouve serologiquernent I'infection 
avec HIV-2 ont ete retenus dans cette etude. 

Isolation du vims . 

5 Chez 12 patients, ('isolation de HIV a ete conduite comme on le rappelle brievement Les lymphocytes 
peripheriques sanguins des patients (PBL) ont ete stimules avec PHA. cultives en coculture avec des PBLs 
normaux humains stimules par PHA et.maintenus en presence d'interleukine-2 (IL-2). Les cultures ont ete 
controlees afin de reperer la presence eventuelle d'un effet cytopathogenique (CPE) et afin de mesurer 
Pactivite de transcriptase inverse (RT) dans le sumageant. 

10 

Test d 'immunofluorescence (IFA) 

Des plaques IFA ont ete preparees comme suit : des cellules MOLT-4 infectees avec HIV-2 ont ete lavees 2 
fois dans PBS et etaiees sur des lames de verre IFA (10 4 cellules par puits). puis sechees a Pair et fixees par de 
('acetone a froid. Pour le test IFA, ces cellules ont ete soumises a une reaction, le serum de test etant dllue a 
15 1/10, pendant 45' a 37° C f ont ete lavees. sechees et soumises a une reaction avec de la fluoresceine 
conjuguee a des IgG, A, M antt-humaines de chevre (dilue a 1/100) pendant 30 minutes a 37° C. Apres le 
lavage, les cellules ont ete colorees avec du bleu Evans, a 0,006%, montees dans un melange de 90% de 
glycerol, 10% de PBS et examinees au microscope a fluorescence. 

20 EUSA 

Certains serums de patients ont ete examines pour determiner la presence d'anticorps anti-HIV-1 en 
utilisant les tests serologiques disponibles dans le commerce sous la denomination ELAV1A (Pasteur 
Diagnostics) ou ABBOTT. 

25 Test de radio-immunoprecipitation (RIPA) 

Des cellules CEM infectees avec HIV-1 ou HIV-2 ont ete cultivees en presence de 35 S cysteine (200 
microCi/ml) pendant 16 heures. Le surnageant a ete recueilli, les particules virales ont ete centrifugees et 
lysees sur un tampon RIPA (Tris-HC1 50mM pH 7.5. NaC1 150mM, EDTA 1mM, 1% Triton X100, Sodium 
deoxycholate 0.1 %, SDS 0.1%). Pour chaque reaction, 50 microlitres de lysat dllue correspondant a 10 s cpm 

30 ont ete mis en reaction avec 5 microlitres d'un serum test pendant 18 heures a 4°C. Des complexes Immuns 
ont ete lies grace a une proteine A fixee sur du Sepharose PHARMACIA laves, et elues pendant une ebullition 
de 2 minutes. Les antigenes elues ont ete analyses par electrophorese sur gel SDS-pofyacryiamide et par 
autographie. 

35 Hybridation Dot-blot 

Des virus isoles dans des PBLs de patients ont ete centrifuges et lyses dans Tris-HCI 10mM pH 7.5. NaCI 
10mM, EDTA 1mM, SDS 0.5%. Un microlitre de chaque lysat, correspondant a une activite RT de 50.000 cpm a 
ete depose sur un support de nitrocellulose. Une hybridation et un lavage ont ete realises dans des conditions 
de forte stringence: hybridation dans 6X SSC, 5X Denhart, 50% de formamide, pendant 18 heures a 42° C ; et 

40 lavage dans 0.1 X SSC. 0.1% SDS 65° C. On a utilise des sondes HIV-1 et HIV-2, marquees au 32p (activite 
specifique de 10 8 cpm/microgramme). La sonde HIV-1 correspond au genome complet de Pisolat LAVbru. et 
la sonde HIV-2 derive d'un ADN clone de 2 kilobases de Pisolat LAV-2rod- 

RESULTATS 

45 

Population des patients 

30 patients chez lesquels on decelait une infection par HIV-2 par mise en evidence serologique ou virale, ont 
ete etudies. Parml ces 30 patients on comptaft 12 hommes et 18 femmes. La moyenne d'age etalt de 35 ans 
pour un intervalle de 11 a 55 ans. Tous les patients excepts 1, etaient restes plusieurs annees en Afrique de 
50 TOuest : 26 etaient nes et vivaient en Guinee-Bissau et 2 etaient originaires des lies du Cap-Vert 1 patient etalt 
un garcon de 11 ans de PAngola, qui avait vecu dans les lies du Cap-Vert pendant plusieurs annees. Le seul 
europeen de la population etudiee 6taJt un Portugais de 40 ans qui avait vecu pendant 8 ans au Zaire, mais 
dementait tout sejour en Afrique de TOuest 

55 Presentation clinique 

Parmi les 30 patients. 17 avaient un SIDA. conformement aux criteres reconnus CDC. Le symptdme majeur 
chez ces patients etalt la diarrhee chronique, accompagnee dans la plupart des cas d'une perte de poids de 
plus de 10 kg. en 1 an. Chez 10 patients la diarrhee etait associee avec la presence d'une infection intestinale 
soudaine ; pour 7 cas, Tagent pathogene etait le seul Isospora belli. 1 patient etait atteint uniquement par 

60 Cryptosporidium et 2 avaient a la fois les 2 agents pathogenes. Dans 3 cas, aucun agent pathogene intestinal 
inattendu n'a ete revele. Parmi les 17 cas de malades attaints de SIDA, on a diagnostique chez 8 des 
candidoses oesophagiennes. 6 patients atteints du SIDA presentaient des symptSmes respiratotres. Une 
tuberculose pulmonaire a ete diagnostiquee chez 2 d'entre eux et une microbacterie differente non identifiee a 
ete decelee chez Pun d'entre eux. 

65 2 patients souffraient d'une aspergilose pulmonaire a la suite d'une tuberculose. 2 autres patients atteints du 
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SI DA presentment des phases recurrentes de pneumonia sans identification de I'agent pathogene, et 1 patient 
avait une pneumonie du type Pneumocystis carinii, qui fut diagnostlqufee uniquement post-mortem. Quatre *~ 
des 17 patients atteints du SIDA avaient un sarcome de Kaposis: dans 3 cas il est apparu comme limite a la 
peau et chez un autre patient un examen post-mortem a revele des lesions disseminees au niveau visceral. 
Des desordres du systems nerveux central sont apparus chez 2 patients atteints du SIDA : 1 avait un 5 
tymphome cerebral, et ('autre avait une encephalite.subaigue de cause Inconnue. 
t 4 patients pr6sentaient les symptdmes du complexe Ii6 au SIDA (ARC) : 

2 avaient des lymphadenopathies diffuses avec flevre persistante, 1 avait une diarrhee chronique avec perte de 
poids. et 1 avait des phases recurrentes de bronchopneumonia et des lymphadenopathies multiples. 

Parmi les 9 patients restants, 6 n'avaient aucun symptdme rattachable a rinfection par HIV, 1 etait attaint 10 
uniquement d'une tuberculose pulmonaire , 1 avait uniquement des lymphadenopathies diffuses persistantes 
et 1 presentait une syphillis neuroiogique. Pendant la periode d'6tude de 12 mois, 7 patients sont morts, tous 
presentant un SIDA. 

Etude serologique 15 

Chaque patient fait I'objet d'au moins un test serologique pour rechercher la presence d'anticorps contre a 
la fois HIV-1 et HIV-2. Tous les serums des patients ont et6 testes par test I FA afin de repeVer les anticorps 
contre HIV-2 et tous se sont reveles positlfs. Parmi eux, 21 furent aussi testes pour les anticorps contre HiV-2 
par un test RIPA : tous ont precipite de facon claire fa glycoproteine de haut poids moleculaire de I'enveloppe 
du virus, designee par gp140, et 16 d'entre eux ont reagi egalement avec la proteine majeure du noyau p26, 20 
alors qu'une seulement reagit avec une autre proteine virale du noyau, designee par p16. 

Dans ces serums on a recherche la pr6sence d'anticorps presentant des reactions croisees avec HIV-I en 
utifisant les differents tests. Un test IFA a ete utilise pour 24 serums : 12 sont negatffs, 10 sont faiblement 
reactifs, et 2 positffs. Dans un test EUSA, 21 serums ont ete testes : 16 etalent negatifs, et 5 etaient positifs. 
Finaiement, on a recherche dans 11 serums la presence d'anticorps contre les protelnes de HIV-1 par la 25 
methode RIPA. 

3 d'entre eux n'ont absolument pas reagi, et ceci avec aucune proteine virale, 2 seulement ont precipite avec la 
proteine p34, issue du gene pol. et 5 ont reagi avec la proteine p25, proteine majeure du noyau. 2 serums ont 
reagi seulement faiblement avec la glyco-proteine gp1 10 de I'enveloppe du virus HIV-1 . Ces deux s6rums ainsi 

que tous les serums positifs lore des tests IFA ou ELISA concernant les anticorps anti HIV-1 ont reagi 30 
fortement avec la gp140 de HIV-2 dans un test RIPA, indlquant une infection avec HIV-2 plutfit qu'avec HIV-1. 
Seulement 1 patient, qui n*est pas inclu dans la population etudiee, a ete reconnu serologiquement comme 
etant infecte par HIV-1 et non par HIV-2. Ce patient etait une femme de 21 arts de I'Afrique Centrale (lie Sao 
Tome) presentant un SIDA. 

35 

Isolation du virus 

(.'isolation des virus dans les lymphocytes peripheriques du sang a ete pratiquee sur 12 patients. Un HIV a 
ete isole chez 1 1 d'entre deux, grace a la presence d'un effet cytopathogenique, et a la rnesure d'un pic des 
particules associees a I'activite de transcriptase inverse dans les sumageants de culture. 

Ces 1 1 isolats ont ete identifies comme etant des isolats de HIV-2 en utilisant la technique d'hybridatlon 40 
"dot-blot". Les taches virales obtenues a partir de 10 isolats ont montre une hybridation forte dans les 
conditions stringentes d'hybridatlon et de lavage avec une sonde HIV-2 derivee d'un ADNc clone de HIV-2. 
alors qu'aucune d'entre-elles n'hybridait avec les sondes HIV-1 dans tes memes conditions. Un isolat hybridalt 
seulement faiblement avec une sonde HIV-2, mais n'hybridait pas avec une sonde HIV-1. 

45 

Evaluation immunologjque 

13 patients ont ete etudies pour evaluer le nombre de leurs lymphocytes clrculant identifies comme etant 
des cellules T auxiliaires (helper) (CD4+) et le rapport de : cellules T auxiliaires/cellules T suppresseur. Parmi 
ces patients, 11 avaient un SIDA : leurs nombres de cellules T auxiliaires etait de 243 a 300 par microlitre, et 
leur rapport cellules T auxiliaires/ cellules T suppresseur moyen etait de 0,25 a 0,15. 1 patient presentait des 50 
signes cliniques de ARC, avait un nombre de lymphocytes T helper de 240/microlitre et un ratio de 0,18. Un 
autre patient, presentant une syphillis neuroiogique et aucun symptdme lie en facon evldente a HIV, avait un 
nombre de lymphocytes T helper de 690 par microlitre et un ratio de 0.82. 

DISCUSSION 55 

Dans cette etude, rinfection par HIV-2 a ete mise en evidence chez 30 patients africains d'Afrique de t'Ouest 
presentant soit un SIDA, soit des symptdmes du complexe ARC ou n'ayant aucun signe dinique rattache au 
SIDA. Les resultats permettent neanmoins de conclure du fait que HIV-2 doit etre considere comme un agent 
ethiologique majeur du SIDA chez les patients d'Afrique de TOuest. Les resultats serologiques et viraux qui 
ont ete observes indiquent que rinfection par HIV-2 n' etait pas souvent associee avec une infection par HIV-1 60 
parml ces patients. 

En depit de differences antigemques et genetiques importantes, HIV-1 et HIV-2 presentent un troplsme 
similaire pour les lymphocytes T CD4+ , ont des effets cytopatogenes similaires, une morphologie similaire, et 
partagent des epitopes d'immunoreaction communs pour certaines de leurs prot6ines constitutives. 

Dans la rnesure ou tous les patients d'Afrique de I'Ouest. infectes avec HIV et etudies ici ont ete reconnus 65 
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comme etant infectes par HIV-2 alors qu'aucun n'etalt Infecte par HIV-1, le nouveau virus HIV-2 pourrait etre la 
cause majeure du SIDA en Afrique de POuest 

Les symptdmes du SIDA lies a HIV-2 ne sont pas differents de ceux du SIDA lies a HIV-1 en Afrique Centrale 
: Le symptdme le plus commun consiste dans des diarrhees chroniques, avec perte importante de poids, 
5 troubles dus la plupart du temps a Isospora belli et/ou Cryptosporidium. La frequence d'autres infections 
soudaines, telles que des candidoses. des microbacteries (incluant M. tuberculosis) et des toxoplamoses 
comparable a ce que Ton reconnaissait chez les Africains atteints d'un SIDA lie a HIV-1 . La pneumonie du type 
Pneumocystis carinfi, consideree comme une complication tres commune chez les malades atteints du SIDA 
aux USA et en Europe, a ete decelee seulement une fois lors de notre etude, et des meningites de type 

10 cryptococcal n'ont pas ete detectees. 

Neanmoins, les anomalies immunologiques decelees parmi des patients atteints de SIDA lie a une infection 
par HIV-2 sont identiques a celies decrites lors de SIDA lie a HIV-1. 

Parmi les 30 patients qui possedaient dans leur serum des anticorps reagissant avec les antigenes HIV-2, 
seuls 7 d'entre-eux avaient des anticorps specifiques contre HIV-1 detectables par des tests IFA ou ELISA. 

15 Lors d'un test RIPA, on observe que ces 7 patients presentent des anticorps reagissant contre les proteines 
majeures du noyau p25 (HIV-1) ou p26 (HIV-2). qui ont en commun des epitopes fortement immunoreactifs. 5 
patients ne presentent pas de tels anticorps : ces 5 patients ont des reponses negatives a des tests ELISA 
vis-a-vis de HIV-1 . 2 d'entre eux ont des reponses negatives a des tests IFA et 3 d'entre eux ont des reponses 
tres faibles. Cependant, bien que certains d'entre eux n'alent pas ete totalement etudies, 9 patients ont ete 

20 observes qui possedaient dans leur serum des anticorps de la proteine virale p26 du noyau de HIV-2 et qui 
presentment une reaction faible ou une reaction negative a des tests IFA ou ELISA specifiques de HIV-1. Ces 
resultats font ressortir ('importance de Incorporation d'antigene HIV-2 dans des tests serologiques HIV 
utilises en Afrique et peut-etre dans d'autres endroits. 
Un retrovirus a ete isole des lymphocytes peripheriques de 1 1 patients. Dans tous les cas la croissance 

25 viraie a ete obtenue en 2 semaines, caracterisee par la presence d'une activite de transcriptase inverse dans le 
surnageant de culture et par un effet cytopatogenique. Cependant, cet effet cytopatogenique est apparu 
d'Importance variable pour les differents isolats : certains isolats presentaient un nombre important de 
syncytia de grande taille accompagne d'une lyse cellulaire importante, alors que d'autres presentaient 
seulement peu de syncytia de tailie limrtee, et affectant rarement ia viabilite de la culture. 

30 Tous les ARNs sauf celul d'un unique isolat hybrident avec une sonde derivee d'un ADNc clone de HIV-2 
representant la terminaison 3' du genome, dans des conditions de fortes stringences. Aucun n'hybride avec 
une sonde HIV-1 dans les memes conditions. Cecl demontre que les isolats infectant ces patients 
appartiennent au meme type de virus. Un Isolat seulement hybride mats rarement avec une sonde HIV-2 a la 
fois dans des conditions de forte et de faible stringence, et n'hybride pas avec HIV-1 . Ce virus a cependant 

35 ete isole chez un patient possedant dans son serum des anticorps capables de reagir avec tous les antigenes 
de HIV-2 lors d'un test RIPA. 

D'une facon generale, ('invention concerne. outre le virus HIV-2 et ses variants, tout virus equivalent 
tnfectieux pour Phomme presentant des caracteristiques immunologiques propres au HIV-2. D'une facon 
generale, I'invention concerne tout virus qui, outre les proprietes que possede les virus HIV-2 deposes a la 

40 CNCM, presente encore les caracteristiques suivantes. 

La clble preferentielle du retrovirus HIV-2 est constitute par les cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4) 
humaines et pour des cellules "immortaJis6es" derivees de ces lymphocytes T4. par exemple les cellules des 
lignees HUT-78 considerees dans le cadre de cette demande. En d'autres termes, ii a un tropisme specffique 
pour ces cellules. II peut §tre cultive dans des lignees permanentes du type HUT, CEM, MOLT ou analogue 

45 exprimant la proteine T4. II n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8. II est cytoxique pour les lymphocytes 
T4 humains. Le caractere cytopathique des virus HIV-2 a regard des lymphocytes T4 se manifeste notamment 
par I'apparition de cellules multinuclees. II a une activite de transcriptase inverse necessitant la presence 
d'ions Mg 2 + et presentant une forte affinlte pour le poiy(adenylate-oligodeoxythymidylase) (poly(A)-oIigo (dT) 
12-18). II a une densite d'environ 1 ,16 dans un gradient de sucrose. II a un diametre moyen de 140 nanometres 

50 et un noyau ayant un diametre moyen de 41 nanometres. Les lysats de ce virus contiennent une proteine p26 
qui ne croise pas immunologiquement avec la proteine p24 du virus HTLV-I ou du virus HTLV-II. Ces proteines 
p26 presentent done un poids moleculaire un peu plus elevee (d'environ 1000) que les p25 correspondantes 
des HIV-1 et un peu moins eleveed (de nouveau de Pordre d'environ 1000) que les p27 correspondantes des 
SIV. Les lysats de HIV-2 contiennent en outre une proteine p16 qui n'est pas reconnue immunologiquement 

55 par la proteine p19 de HTLV-I ou de HTLV-II dans des essais de radloimmunoprecipitation RIPA (abreviation de 
['expression anglaise 'radloimmunoprecipitation assay"). lis contiennent en outre une glycoproteine 
d'enveloppe ayant un poids moleculaire de Pordre de 130.000-140.000 qui ne croise pas immunologiquement 
avec la gp110 du HIV-1, mais qui, par contre, croise immunologiquement avec la glycoproteine d'enveloppe 
gp140 de STLV-III. Ces lysats contiennent encore des proteines ou glycoproteines, marquables par la 

GO 35 S-cysteine, ayant des poids moleculaires respectivement de Pordre de 36.000 et 42.0TJ0-45.000. L'ARN 
genomique de HIV-2 n'hybride pas avec PARIM genomique de HIV-1 dans des conditions stringentes. Dans des 
conditions non stringentes, II n'hybride, ni avec la sequence nucleotidique derivee de HIV-1 et contenant le 
gene env et le LTR qui le jouxte. En particulier ii n'hybride pas avec ta sequence de nucleotides 5290-9130 de 
HIV-1, ni avec des sequences de ta region pol du genome de. HIV-1, en particulier avec la sequence de 

65 nucleotides 2170-2240. Dans des conditions non stringentes, il hybride faibtement avec des sequences de 
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nucleotides de la region de HIV-1. notamment les sequences de nucleotides 990-1070 et 990-1260. 

II est a remarquer que tout retrovirus infectieux pour rhomme susceptible d'induire un SIDA ayant les 
proprietes essentielles susdites et dont TARN genomique est susceptible de s'hybrider dans les conditions 
stringentes avec ceux des souches virales de HIV-2 deposees a la C.N.C.M. (ou avec un cADN ou fragment de 
cADN derives de ces ARNs genomiques dolt Stre considere comme un equivalent de HIV-2. s 

L'invention conceme encore chacun des antigenes, notamment proteines et glycoproteines a I'etat purtfie, 
tels qu'ils peuvent etre obtenus a partir de HiV-2. On parie de proteines ou glycoproteines "purtfiees" lorsque 
ces proteines ou glycoproteines ne conduisent respectivement qu'a des bandes uniques en electrophorese 
sur gel de polyacrylamide, notamment dans les conditions experimentales qui ont ete indlquees plus haut 
Tout procede approprie de separation et/ou de purification pour obtenir chacune d'entre elles peut etre 10 
utilise. On mentionnera a titre d 'example de technique pouvant etre mise en oeuvre celle decrite par R.C. 
MONTELARO et Coll., J. of Virology, juin 1982. pp. 1029-1038. 

D'une facon generale, l'invention conceme tous antigenes, notamment proteines, glycoproteines ou 
polypeptides issus d'un HIV-2 et ayant des proprietes immunologiques equivalantes a ceux ou celles du HIV-2. 
Deux antigenes .sont dits "equivalents" dans le cadre de cet expos6, des lors qu'ils sont reconnus par les 75 
memes anticorps, notamment d'anticorps isoiables a partir d'un serum obtenu a partir d'un patient ayant fait 
une infection avec un HIV-2, ou des lors qu'ils repondent aux condtions "d'equtvalence Immunologique" 
indiquees ci-apres. 

Parmi les polypeptides, proteines ou glycoproteines equivalents, doivent §tre ranges des fragments des 
antigenes qui precedent (ou des ppeptides reconstitues par synthese chimique), des lors qu'ils donnent lieu 20 
a des reactions immunologiques croisees avec les antigenes dont ils sont derives. En d'autres termes, 
l'invention conceme tout polypeptide ayant, en commun avec les susdfts antigenes, des epitopes identlques 
ou semblables, susceptibles d'etre reconnus par les memes anticorps. Font partfe de ce dernier type de 
polypeptides les produits d'expression de sequences correspondantes des ADNs codant pour les sequences 
polypeptidiques correspondantes. 25 

Le virus HIV-2 s*est avere utilisable comme source d'antigenes pour la detection d'anticorps chez toutes 
personnes ayant ete mises en contact avec le virus HIV-2. 

D'une facon generale, l'invention conceme toute composition utilisable pour le diagnostic de la presence 
dans un serum fluide btologique, notamment de personnes ayant ete mises au contact de HIV-2, d'anticorps 
contre Tun au moins des antigenes de HIV-2. Cette composition peut 6tre appllquee au diagnostic setectif de 30 
la variete correspondante du SIDA, en mettant en oeuvre les techniques de diagnostic, telles que decrites 
dans la demande de brevet europeen citee cl-dessus, si ce n'est que Ton utilise des ext raits, fysats ou encore 
antigenes purifies de HIV-2 au lieu de ceux de HIV-I. A cet egard, Tinvention conceme plus particulierement 
des composition contenant Tune au moins des proteines p12, p16, p26, s'agissant des proteines internes, ou 
Tune au moins des glycoproteines p36 ou gp140. On mentionnera a titre d'exemples de compositions, celles 35 
qui contiennent simultanement : 

- la p26 et la gp36, 

- la p26, les p36 et gp140 

- les p12, p16 et p26, 

- les p16, p26 et gp 140 ..... 40 
II va de soi que ces compositions n'ont que valeur d'exemples. En partlculier, I'invention conceme les 

extraits ou lysats viraux contenant Tensemble de ces proteines et/ou glycoproteines out toutes fractions dont 
auront au prealable et6 separees une ou plusieurs des proteines ou glycoprot6lnes susdites. 

L'invention conceme encore des compositions assoctant des prot6ines et/ou glycoproteines d'un HIV-2, 
avec des proteines et/ou glycoproteines d'un HIV-1 , par exemple : 45 

- soit des proteines du noyau (core) de HIV-1 et de HIV-2, notamment les p25 d'un HIV-1 et p26 d'un HIV-2, ou 
encore soit ia p18 d'un HIV-1 et la p16 d'un HIV-2, 

- soit des glycoproteines d'enveloppe d'un HIV-1 et des glycoproteines d'enveloppe d'un HIV-2, notamment la 
gp110 de HIV-1 et la gp140 de HIV-2, ou encore la p42 de HIV-1 et la p36 ou p42-46 de HIV-2. 

- soit naturellement des melanges de proteines et/ou glycoproteines d'un HIV-1 et de proteines et/ou so 
glycoproteines d'un HIV-2. 

De telles compositions, utilisees pour le diagnostic, permettent par consequent des operations de 
diagnostic du SIDA ou des symptomes qui lui sont associes, qui s'etendent sur un plus large spectre des 
agents etiologiques responsables. II va sans dire que ('utilisation pour les operations de diagnostic de 
compositions qui ne contiennent que des proteines et/ou glycoproteines de HIV-2 n'en reste pas moins utile 55 
pour des diagnostics plus selectifs de la categorie de retrovirus qui peut etre tenue pour responsable de la 
maladie. 

L'invention conceme encore les ADNs ou fragments d'ADNs, plus particulierement ADNs et fragments 
d'ADNs clones obtenus a partir de I'ARN ou de cADNs derives de i'ARN du retrovirus HIV-2. L'invention 
conceme encore particulierement tous ADNs equivalents, notamment tout ADN presentant des homologies 60 
de sequences avec I'ADN du HIV-2, en particulier avec les sequences codant pour les regions env et £Ol de la 
souche de HIV-2 d6posee a Ia C.N.C.M., au moins egales a 50Vo, de preference a 70%. et plus 
avantageusement encore a 90 <Vb. D'une facon generale. on dira encore que I'invention conceme tout ADN (ou 
ARN) equivalent capable d'hybrider avec I'ADN ou I'ARN du HIV-2 dans la technique du "spot blot" dans des 
conditions non stringentes telles que d6finies d-dessus. 65 
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Linvention concerne de la meme facon les serums susceptibles d'etre produrts chez Panimal par 
inoculation a ce!ui-ci de HIV-2. L'invention concerne done plus particulierement les anticorps polyclonaux plus * 
specifiquement orientes contre chacun des antigenes, notamment proteines ou glycoproteines du virus. Elle . 
conceme aussi les anticorps monoclonaiix qui peuvent etre produits par des techniques classiques, ces 
5 anticorps monoclonaux etant orientes respectivement plus specifiquement contre les differentes proteines du 
HIV-2. 

Ces anticorps polyclonaux ou monoclonaux sont utilisables dans differentes applications. On mentionnera 
essentiellement leur utilisation pour neutraliser les proteines correspondantes, voir inhiber PlnfectMte du virus 
entier. lis peuvent egalement etre utilises, par example, pour mettre en evidence des antigenes viraux dans les 

10 preparations biologiques ou pour realiser des operations de purification des proteines et/ou glycoproteines 
correspondantes, par exemple par leur utilisation dans des colonnes de chromatographic d'afftnite. 

II est entendu que, d'une facon generate, la litterature technique disponible (notamment celle dont les 
references bibliographiques sont rappelees dans le cadre de la presente description) en ce qui concerne le 
HIV-1 et le virus denomme HTLV-III doit etre consideree comme faisant partie de la presente invention, des lors 

15 que les techniques decrites par cette litterature s'appllquent dans des conditions semblables a I'isolement du 
virus HIV-2 ou de virus equivalents, a Pobtention a partir de ces virus de leurs differents constituents 
(notamment proteines. glycoproteines, polypeptides, acides nucieiques). On peut egalement faire appel aux 
enseignements de cette litterature technique pour ce qui est de I'application des differents constituants 
concernes, notamment a des operations de diagnostic des formes correspondantes de SLA ou de SI DA. 

20 La presente invention conceme plus particulierement un precede de diagnostic in vitro du SI DA, qui 
comprend la mise en contact d'un serum ou d'un autre milieu biologique provenant d'un malade faisant I'objet 
du diagnostic avec une composition contenant Tune au moins des proteines ou glycoproteines du HIV-2, ou 
encore un extrait ou lysat du virus, et la detection de la reaction immunologique. Des exemples de telles 
compositions ont ete indiques plus haut 

25 Des methodes preferees mettent en jeu par exemple des reactions imrnunoertzymatiques de type EUSA ou 
d'immunofluorescence. Les titrages peuvent etre des mesures par immunofluorescence directe ou indirecte 
ou des dosages immunoenzymatiques directs ou indirects. 

Ainsi la presente invention est egalement relative a des extraits de virus (soit d'un extrait d'un ou plusieurs 
HIV-2 seulement, soit d'un melange d'extraits originaires d'un ou plusieurs HIV-2, d'une part, et d'un ou 

30 plusieurs HIV-1 , d'autre part), ces extraits etant marques. On peut utiliser tout type de marqueur approprie : 
enzymatique, fluorescent, radioacttf, etc.. 
De tels titrages cornprennent par exemple : 

- le depot de quantites determinees de Pextrait ou des compositions visees conformes a la presente invention * 
dans les puits d'une microplaque de titrage ; 

35 - I'introduction dans ces puits de dilutions croissantes du serum contenant essentiellement les anticorps dont * 
la presence doit etre dfetectee in vitro ; - u 

- ('incubation de la microplaque ; 

- le lavage soigneux de la microplaque avc un tampon approprie ; . . . ■ 

- ('introduction dans les puits de la microplaque d'anticorps marques specifiques d'immunoglobulines 
40 humaines, le marquage etant realise par une enzyme choisie parml celles qui sont capables d'hydrolyser un 

substrat de telle sorte que ce dernier subrt alors une modification de son absorption des radiations, au moins 
dans une bande de longueurs d'ondes determinee et 

- la detection, de preference de facon comparative par rapport a un temoin, de Pimportance de Phydrolyse du 
substrat en tant que-mesure des risques potentiels ou de la presence effective de la matadie. 

45 La presente invention est egalement relative a des neessaires ou ■kits'' pour le diagnostic ci-dessus. 
lesquels cornprennent : 

- un extrait ou une fraction plus purifiee des types de virus indiques ci-dessus, cet extrait ou fraction etant 
marque, par exemple de facon radioactive, enzymatique ou immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobulines humaines ou une proteine A (fixee de facon avantageuse sur un support 
50 insoluble dans I'eau, tel que des billes d'agarose) ; 

- un extrait de lymphocytes obtenus a partir d'une personne en bonne sante ; 

- des tampons et, le cas echeant, des substrats pour la visualisation du marquage. 

De ce qui precede, il resulte que Pinvention conceme le diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant grace a la 
mise en oeuvre des sondes decrites precedemment dans un procede faisant appel a differentes 6tapes 

55 rappelees ci-apres, ces etapes etant specifiquement prevues pour faire apparaTtre les proprietes 
caracteristiques du virus HIV-2. 

L'invention conceme naturellement aussi Putilisation des cADNs ou de leurs fragments (ou de 
recombinants les contenant) en tant que sondes, pour le diagnostic de la presence ou non de virus HIV-2 dans 
des echantillons de serums ou d'autres liquides ou tissus biologiques obtenus a partir de patients suspectes 

60 d'etre porteurs du virus HIV-2. Ces sondes sont de preference marquees egalement (marqueurs radio-actrfs. 
enzymatiques, fluorescents, etc.). Des sondes particulierement interessantes pour la mise en oeuvre du 
procede de diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant de HIV-2 peuvent etre caracterisees en ce qu'elles 
cornprennent la totalite ou une fraction de I'ADNc complementaire du genome du virus HIV-2 ou encore 
notamment les fragments contenus dans les divers clones identifies ci-dessus. On mentionnera plus * 

65 particulierement une fraction de I'ADNc de HIV-2 contenu dans le clone E2, plus particuHerement la sequence 



18 



0 269 520 



de I'extremlte 3* (LTR) et/ou de I'extremite 5' de la sequence HIV du clone E2 precite, ou encore I'ADNc 
contenant la region env , de I'ADNc du virus HIV-2. 

Les sondes mises en oeuvre dans ce procede de diagnostic du virus HIV-2 et dans les kits de diagnostic, ne 
sont en aucune facon reduites aux sondes decrites precedemment. Elles comprennent au contraire toutes les 
sequences nucleotidlques issues de genome du virus HIV-2, d'un variant de HIV-2 ou d'un virus proche par sa 5 
structure, des lors qu'elles permanent la detection dans des fluides biologiques de personnes susceptibles 
de developper un SIDA d'anticorps dlriges contre un HIV-2. Naturellement i'utiiisatlon de sequences . 
nucleotidiques issues d'un HIV-2, initialement infectieux pour I'homme, est neanmoins preferee. 

La detection peut etre realises de toutes facons en soi connues, notamment par une mlse en contact de ces 
sondes soit avec les acides nucleiques obtenus a partir des cellules contenues dans ces serums ou autres 10 
milieux biologiques, par exemple liquides cephalo-rachidiens, salive, etc., sort avec ces milieux eux-memes 
des lors que leurs acides nucleiques auront ete rendus accessibles a I'hybridation avec ces sondes, et ce 
dans des conditions permettant ('hybridation entre ces sondes et ces acides nucleiques et par une detection 
de ('hybridation eventuellement produite. Le susdit diagnostic mettant en jeu des factions d'hybridatlon peut 
6galement etre realise a I'aide de melanges de sondes respecttvement originates d'un HIV-1 et d'un HIV-2, is 
des lors qu'il n'est pas necessaire de faire une difference entre le type de virus HIV recherche. 

D'une facon generate, le procede de diagnostic de la presence ou non du virus HIV-2 ou d'un variant dans 
des echanttilons de serums ou d'autres liquides ou tissus obtenus a partir de patients suspectes d'etre 
porteurs du virus HIV-2 comprend les etapes suivantes : 

1) la fabrication d'un sonde marquee, 20 

2) au moins une etape d'hybridatlon conduite dans des conditions stringentee, par mise en contact de 
I'ADN de cellules de t'echantillon du patient suspect avec ladtte sonde marquee sur une menmbrane 
appropriee, 

3) le lavage de ladite membrane avec une solution assurant la conservation de ces conditions 
stringentes de Phybridation, 25 

4) la detection de la presence ou non du virus HIV-2 par une methode d'immunodetectlon. 

Dans un autre mode de realisation pref6re du procede selon ('invention I'hybridation preclt6e est conduite 
dans des conditions non stringentes et le lavage de la membrane est realise dans des conditions adaptees a 
celles de i'hybridation. 

(.'invention conceme en particulier les virus HIV-2, caracterises par le fait que leur ARN viral est en 30 
correspondence avec un ADNc dont les regions contenant les genes gag et env comportent respecttvement 
les sequences nucleotidiques qui sutvent (GAGROON et ENVRN). Elles resultant du sequencage des regions 
correspondantes de I'ADNc correspondant au genome de HIV-2 ROD. Elles sont mises en correspondence 
avec les acides amines qu'elles codent. 

35 
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GAG&ODH 

HetGlyAlaArgAsnSerValLeuArsGlyLysLysAlaAspGln 
ATGGGCGCGAGAAACTCCGTCTTGAGAGGCAAAAAAGCAGAXGAA 

. • ...... 

LeuGluArgIieAr S l.ettArsProGljGlyLysLysLysTyrArg 
TTAGAAAGAAICAGGTXACGGCCCGGCCGAAAGAAAAAGXACACG 

LeuLysHisIleVaiTrpAlaAlaAsnXysLeuAspArgPheCly 
CTAAAACATATTGTGTGGGCAGCGAATAAATTGGACAGATTCGGA 

100 • ' • - • 

LeuAlaGluSerLeuLettGluSerLysGluGlyCysGlnLysIle 

ttIgcIgagagcctgtxggagtcaaaagagggtigtcaaaaaati 

LeuThr7alI.euAspProMetValProTlirGlySerGluAsiiI.ett 
CTTACAGTTTTAGATCCAATGGTACCGACAGGTTCAGAAAAITTA 

» . 200 

Ly S SerLeu*aeAsuTarValCysValIleTrpCysIleEisAla 
AAAAGTCTTTTTAATACTGTCTGCGTCATTTGGTGCATACACGCA 

GluGittLysValLysAspThrGluClyAlaLysGlnlleValArg 
GAAGAGAAAGTCaIaGATACTGAAGGAGCAAAACAAAT AGTGCGG 

ArEHisLeuValAlaGlttTbrGlyThrAlaGluLysHecProSer 
AGACATCTAGTCGCAGAAACAGGAACTGCAGAGAAAATGCCAAGC 

ThrSerArgProTlirAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsnTyr 
ACAAGTAGACCAACAGCACCATCTAGCGAGAAGGGAGGAAATTAC 

ProValGlaEisValGlyGiyAsnTyrTTirHisIleProI.euSer 

ccIgigca^Stctaggcggcaactacacccatataccgctgagt 

ProArgTlxrI.ettAs^AlaTrpValLysLeuValGluGluLysI.ys 
CCCCGAACCCTAAATGCCIGGGTAAAAITAGTAGAGGAAAAAAAG 

PfceGlyAlaGluValValProGlyPheGluAlaLeuSerGluGly 
TTCGGGGCAGAAGTAGTGCCAGGATTTCAGGCACTCTCAGAAGGC 

CysThrProXyrAspIleAsBGlnaecLeuAsnCysValGlyAsp 
TGCACGCCCTATGATATCAACCAAATGCTTAATTGTGIGGGCGAC 

HisGluAlaAlaMetGlnllelleArsGnil^^ 

CAT C AAG C AG CC AT GC AG ATAAT C AGGGAG ATTAT CAAX GAGGAA 

600 • 

AlaAlaGIurrpAspValGlnHisPrblleProClyProLeuPro 

JcltclGAAXGGGATGTGCAACATCCAAXACCAGGCCCCTXACCA 

700 . • . • 

TarSerXarValGluGluGlnlleGl'nXrpUetPheArgP'roGln 

IcIaScacIctagaagaacagatccagtggatgtttaggccacaa 
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AsnPr VaXProValCXyAaaXleTyrArgArgTrpIltClaila 
AATCC TC X ACC AG TAGG AAAC AT C TATA G AAG AT GGAT CC AGATA 

800 

ClyLeuGlaLysCysValArgMetTyrAsaProTbrAaalXelea 
GGATTGCAGAAGTGTGTCACGATGTACAACCCGACCAACATCCXA 

AapIXeLyaGXnGlyProLysGlttProPbeClnSerTyrVaXAsi 
GAC AT AAAAC AG GG ACC AAA GGAGCCCTTCCAAAGCTATGXAGAX 

• • • • 900 
ArgPheTyrLysSerLeuArgAlaGiuGlaThrAspProAlaVal 
AGATTCTACAAAAGCTXGAGGGCAGAACAAACAGAXCCAGCAGXG 

LyaAaaXrpMetTbrGlnXbrLeuLeuValGlaAsnA'XaAaaPr© 
AAGAAXTGGATGACCCAAACACTGCTAGTACAAAATGCCAACCQA 

AspCysLysLeuValLettLysGXyl.euGXyMetAanProTbrI.ett 

-GACTCTAAATTACTGCTAAAAGGACTAGGGATCAACCCTACCTTA 
1000 . • . 

GluGlttHetLettThrAlaCysGlnClyValGlyGlyProGlyGln 

GAAGAGATGCTGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGTGGGCCAGGCCAG 

• "* ■' • • * • . ' * # 
LysAlaArgLeuMetAXaGXaAXaLeuLysGXuVa'lIXeGXyPro 
AAAGCTAGAXTAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGTCATAGGACCX 

- 1100 - . . 

AXaProXXeProPbeAXaAXaAlaGXnGXnArgLysAXaPbeLya 
CCCCCTATCCCATTCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCATTTAAA 

CysTrpAsnCysGXyLysGXuGXyHisSerAXaArgCXnCysArg 
TGCTGCAACTGTGGAAAGGAAGGGCACTCGGCAAGACAATGCCGA 

. 1200 

AlaProArgArgGlnGlyCyaTrpLysCysGXyLyaProCXyHia 
GCACC TAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGTGTGGTAAGCCAGGACAC 

• • • • 
IleHetTbrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 
ATCATGACAAACTGCCCAGATAGACAGGCACGTTTTTTAGGACTG 

... 1300 
ClyProTrpGlyLysLysProArgAsnPheProVaXAlaGXnVal 
GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTTCCCCGTGGCCCAAGTT 

X - 

• * • ' • • 

ProGlnGlyLeuTbrProTbrAXaProProValAspProAlaVa'l 
CCGCAGGGGCTGACACCAACAGCACCCCCAGTGGATCCAGCAGTG 
• * • • » • * • 

AspLeuLeuGluLysTyrMetGlnGlnGXyLysArgGXnArgGXu 
GAT CTACTGGA G AAATATAI G C AG C AAG G G AA AAGA C AGAG AG AG 
1400 . . . . 

GXnArgGXuArgProTyrLysGXuVaXTbrGluAspLeuLeuHis 
CAGAGAGAGAGACCATACAAGGAAGTGACAGAGGACTTACTGCAC 

LeuGXuGXnGXyGXuTbrProTyrArgGXuProProTbrGXuAap 
CTCGAGCAGGGGGAGACACCATACAGGGAGCCACCAACAGAGGAC 

. . 1500 . - ' . 

LeuLeuHisLeuAsnSerLeuFbeGXyLysAspGXn 
TTGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAAAAGACCAG 
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HecHetAsaGlaLettLeuIleAlaIleI.euI.euAlaSerAlaCys 
ATGATGAATCAGCTGCrrAXTGCCATTXTATTAGCTAGTCCTTGC 

LeuVallyrCysXhrGlalyrVallhrValPhelyrGlyValPro 
TIAGXAIAIXGCACCCAAIAXGXAACIGXXXICIAIGGCGXACCC 

* 

ThrXrpLysAsaAlalbrlleProLeuPheCysAlalhrArgAsa 
ACGXGGAAAAATGCAACCAXICCCCXCXIIXGIGCAACCAGAAAI 

100 • 

ArsAapIhrlrpGlylarlleGlnCysLeuProAspAsnAspAsp 

AGGGAXACIXGGGGAACCAIACAGXGCXTGCCTGACAAIGAIGAI 

• * • • * • 

Ty t GlnGluIleIh'rI.euAsnValXhrGluAlaPheAspAlaIrp 
IAICAGGAAAIAACIXIGAAIGIAACAGAGGCXIIIGAIGCAXGG 

200 . • 

AsnAsaIbrValXarGluGlnAlaIleGluAsp7alIrpai.sl.eu 
AAXAAXACAGIAACAGAACAAGCAAIAGAAGAIGICXGGCAXCXA 

• . «- ' • • • •* 

PheGluThrSerIleI.ysProCysValI.ysLeuXhrProI.euCy* 
XXCGAGACAXCAAXAAAACCAXGXGXCAAACXAACACCIIXAIGX 

. 300 

ValAlaMetLysCysSerSerXhrGluSerSerXhrGlyAsaAsa 
GXAGCAAIGAAAIGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 

• * • 

TbrThrSerLy'iSerThrSexThrThrTlirTlxrThrProThrAsp 
ACAACCTCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 

. • 400 

ClnGluGlnGluIleSerGluAspXhrProCysAlaArgAlaAsp 
CAGGAGCAAGAGAXAAGXGAGGAIACXCCAXGCGCACGCGCAGAC 

AsnCysSerGlyLeuGlyGlttGlttGluXhrlleAsnCysGlnPhe 
AACTGCTCAGGATTGGGAGAGGAAGAAACGATCAATXGCCAGTXC 

AsnHetXhrGlyXeuGluArgAspLysLysLysGlnXyrAsnGlu 
AAXAXGACAGGAXXAGAAAGAGAXAAGAAAAAACAGXAIAAXGAA 

500 • • . ■ 

XhrXrpXyrSerLysAspValValCysGluIhrAsuAsTiSerXhr 

ACAXGGXACX.CAAAAGAXGXGGXXTGXGAGACAAAXAAXAGCACA 

*•*...-*'* • * 

AsnGlaXbrGlnCysXyrMetAsaEisCysAsnXhrSerValUe 

AAXCAGACCCAGXGXXACAXGAACCAXXGCAACACAXCAGXCAXC 

600 • • • • 

XhrGluSerCysAspI-ysEisXyrTrpAspAlalleArgPheArg 

ACAGAATCAXGXGACAAGCACXAXXGGGAXGCXAXAAGGXXXAGA 

• • * 

XyrCysAlaProProG lylyrAlal-euLettArgCysAsnAspIhr 

IACXGXGCACCACCGGGXXAXGCCCIAXIAAGAXGXAAIGAIACC 

700 

AsnIyrSerGljPheAlaProAsnCysSerI.yjValValAlaSer 
AAXIAXXCAGGCIXXGCACCCAACXGXXCIAAAGXAGXAGCIICX 
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ThrCy»XttrArgH«tMetGWXhrClaXbrStrXflrXrpPh»Cly 

ACAXGCACCAGGAXCAXCCAAACGCAAACXICCACAXGGXXXCGC 

• • • 800 # 

SbeAanGlyXhrArgAlaGluAanArgXhrTyrlleXyrXrpHia 
TXIAAXGGCACXAGAGCAGAGAAXACAACAXAXAXCXAIXGGCAI 

• * • • 

GlyArgAspAsnArgXhrllelleSerLetiAsnLysXyrlyrAsu 
GGCAGAGAXAAXAGAACXAXCAICAGCXXAAACAAAXAXXAXAAI 

900 

LeuSerieuaisCysLysArgProGlyAsnLysXhrValLysGla' 
CXCAGXXXGCAXXGXAAGAGGCCAGGGAAXAAGACAGXGAAACAA 

IleMetLeuMetSerGlyHiflValPheHisSerHisXyrGlnPro 
AXAAXGCXXAXGXCAGGACAXGXGIXXCACTCCCACXACCAGCCG 

• • • 

IleAsnLyaArgProArgGlnAlaXrpCyaXrpPheLysGlyLya 
AXCAAXAAAAGACCCAGACAAGCAXGGXGCTGGXXCAAAGGCAAA 
, 1000 . - ■ . . . - 

TrpLyaAapAlaMetGlnGluValLyaXhrLeuAlalyaHiaPro 
XGGAAAGACGCCAXGCAGGAGGXGAAGACCCXXGCAAAACAXCCC 

• • • • • • 
AcgXyrArgGlyXarAsnAspXhrArgAanlleSeTPheAlaAla 
AGGXAXAGAGGAACCAAXGACACAAGGAAXAXXAGCXXXGCAGCG 

1100 *. . 

TroGlyLysGlySerAapProGluValAlaXyrHetXrpXhrAan 
CCAGGAAAAGGCXCAGACCCAGAAGXAGCAXACAXGXGGACXAAC 
•* • • • ♦ 

CysArgGlyGluPlieteuXyrCysAsaMetllirXrpPheLettAsii 
XGCAGAGGAGAGXXXCXCXACXGCAACAXGACXXGGXICCXCAAX 

■ 1200 

XrpIleGluAsnLyaXhrHiaArgAsnXyrAlaProCyaHialle 
TGGAXAGAGAAXAAGACACACCGCAAXXAXGCACCGXGCCAXAXA 

LysGlnllelleAanXhrXrpHisLysValClyArgAsnYalXyr 
AAGCAAAXAAXXAACACAXGGCAXAAGGXAGGGAGAAAXGIAXAX 

. " . . 1300 
LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerXhrVallhr 
XXGCCXCCCAGGGAAGGGGAGCXGXCCXGCAACXCAACAGXAACC 
. . . 

SerlleXleAlaAanlleAspXrpGlnAanAsnAsnGlnlhrAsn 
AGCAXAAXIGCXAACAXXGACXCGCAAAACAAXAAXCAGACAAAC 

• • • • 

IleXhrPheSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLeu 
AXTACCXXXAGIGCAGAGGXGGCAGAACTATACAGAXXGGAGXXG 
1400 . ■ . 

GlyAspXyrLysLeuValCluIleXhrProIleGlyPheAlaPro 
GGAGAXXAXAAAXXCGXACAAAXAACACCAAXXCGCXXCGCACCX 



23 



0 269 520 



XhrLysCiuLysArgXyrSerSerAlaHisClyArgHiaXhrArg 
ACAAAAGAAAAAAGAXACXCCXCTGCTCACGGGAGACATACAAGA 

1500 . 
ClyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly 
CCXGXGXXCGXGCIAGGGXXCXXGGGXXXXCXCGCAACAGCAGGX 

SerAlaKetG lyAlaArgAlaSerLeuXhrValS erAlaClnSer 
ICXGCAAXGGGCGCXCGAGCGICCCXGACCGXGXCGGCXCAGXCC 

• • 1600 • • 
ArgXhrLeuLeuAlaGlylleValGlnGlnG InG InG InLeuLeu 
CGGACXXXACXGGCCGGGAXAGXGCAGCAACAGCAACAGCXGXXG 

• • • • 
JtspValValLy sArgG InG InG luleuLeuArgLeuTbrVa IX rp 
CACGXGGXCAAGAGACAACAAGAACXGXXGCGACXGACCGXCXGG 

" 1700 
ClylarLysAsuLeuGlnAlaArgValXhrAlalleGluLysXyr 
CGAACGAAAAACCXCCAGGCAAGAGXCACXGCXAXAGAGAAGXAC 

• *"--"• • * 
jLeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerXrpGlyCysAlaPheArg 
CXACAGGACCAGGCGCGGCXAAAXXCAXGGGGAXGXGCGXXXACA 

• • . . 1800 
ClnValCysHisThrXhrValPr oTrpValAsnAspSerLeuAla 
CAAGICIGCCACACXACXGXACCAXGGGXXAAXGAXXCCXXAGCA 

• • • • 
ProAspXrpAspAanMe tThrTrpGlnG luXrpG luLysGlnVal 
CCXGACXGGGACAAXAXGACGXGGCAGGAAXGGGAAAAACAAGXC 

• • • ' • • 
ArgXyrLeuG luA 1 aAsnl i e S e r L ys S Vr Leu G luG InA 1 a*G In" 
CGCXACCXGGAGGCAAAXAXCAGXAAAAGXXXAGAACAGGCACAA 

1900 . . • 

IlcGlnGlnGluLysAsnMe tXyrG luLeuGlnLysLeuAsnSer 
AXX C AG C AA G AG AAAAAXAX GXAX G AAC XAC AAAAAXXAAAXAG C 

• • • • • 
TrpAspIlePbeGlyAanXrpPheAspLeuXhrS erXrpValLya 
TCGGAXAIXXXXGGCAAXXGGXXXGACXXAACCXCCXGGGXCAAG 

2000 . • 

TyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaXeu 
XAIAXICAAXAXGGAGXGCXXAIAAIAGXAGCAGXAAXAGCXXXA 

• • • • • 
AxglleVallleXyrValValGlnHetLeuSerArgLeuArgLys 
ACAAXA GXG AXAXAX GXAGXA CAAAX GXXA AG X AG G C XXAGAAAG 

. * 2100 

ClxXyrArgProValPheSerSerProProGlyXyrlleGlnCln 
CCCXAXAGGCCXGXIXXCXCXXCCCCCCCCGGXXAIAXCCAA£AG 
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IleEisIleKisLysAspArgGlyGlnProAlaAsnG luGluXhr 
AXCC AXAXCC ACAAGGACC GGGGACAGCC AGCC AACGAAGAAACA 

2200 

CluGluAspGlyGlySerAsnGlyGlyAspArgXyrXrpProXrp 
GAAGAAGACGGTGGAAGCAACGGTGGAGACAGATACTGGCCCXGG 
• . ♦ • * . • 

ProIleAlaXyrlleHisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLetL 
GCGATAGCATATATACATTTCCTGATCCGCCAGCTGATTCGCCTC 



GlyAlaCysArgGlyLeuXrpArgValLeuGluArglleGlyArg 
GGCGCGXGCAGGGGCXXGXGGAGGGXAIXGGAACGAAXCGGGAGG 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlrxGlyAlaGluIle 
GGAAXACXCGCGGXXCCAAGAAGGAICAGACAGGGAGCAGAAAXC 

• • • • 
AiaLeuLeu***GlyXhrAlaValSerAlaGlyArgLeuXyrGlu 
GCCCXCCTGXGAGGGACGGCAGXAXCAGCAGGGAGACXXXAXGAA 

2600 

XyrSerHetGluGlyProSerSerArgLysGlyGluLysPheVal 
IACXCCAXGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAAXXXGXA 

• * • • 

GlnAiaXarLysXyrGly 
C AG G C AA C AAAAX AX GG A 
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LeuXhrArgLeuXyrSerlleCysArgAspLeuLeuS erArgSer 
XXGACCAGACXAXACACCAXCXGCAGGGACXXACXAXCCAGGAGC 

2300 • 
PheLeuXhrLeuGlnLeuXleXyrGlnAsnLeaArgAspXrpX^eu 
XXCCXGACCCXCCAACXCAXCXACCAGAAXCXCAGAGACXGGCXG 15 

* '* • *' 

ArgLeuArgXhrAlaPheX.euGlnXyrGlyCysGlaXrpIleGln 

AGACXXAGAACAGCCXXCXXGCAAIAXGGGXGCGAGXGGAXCCAA 

• 2400 • • • 20 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaXhrArgGluXhrLeuAla 
GAAGCAXXCCAGGCCGCCGCGAGGGCXACAAGAdAGACXCXXGCG 
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Comma deja indique plus haut, I'lnvention concerne naturellement tous les HIV-2 dont les ARNs preaentent 
des caracteristiques semblables, en particuller des regions gag et env comportant des sequences ayant des 45 
homologies de sequence nudeotidique d'au moins 50%, de preference 70XVb et plus avantageusement encore 
90<yo avec les sequences gag et env de HIV-2 ROD. 

L'invention concerne plus particulierement les fragments d'ADNc qui codent respectivement pour les 
proteines p16, p26 et p12 et qui sont egalement indues dans GAGRODN. En particuller elle concerne les 
sequences s'etendant : so 

- a partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 405 (codant pour p16) 

- a partir du nucleotide 406 jusqu'au nucleotide 1 155 (codant pour p26) et, 

- a partir du nucleotide 1156 jusqu'au nucleotide 1566 (codant pour p12). 

Elle concerne aussi plus particulierement le fragment d'ADNc codant pour la gp140 Indue dans ENVRN et 
s'etendant a partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 2574. 55 

Elle concerne egalement les sequences de nucleotides qui se distinguent des precedentes par des 
substitutions de nucleotides mettant a profit la degenerescence du code genetlque, des tors que ces 
substitutions n'entraTnent pas une modification des sequences en acides amines que codent lesdttes 
sequences de 1 nucleotides. 

De meme {'invention concerne les proteines ou gfycoproteines dont les sequences en acides amines 60 
correspondent a celles qui decoulent des pages precedentes, ainsi que les peptides equivalents a savolr des 
peptides se distinguant de ceux qui decoulent des pages precedentes par addition, substitution ou deletion 
d'acides amines qui n'affectent pas les proprietes immunologiques globales desdlts peptides. 

L'invention concerne tout particulierement la glycoproteine d'enveloppe presentant la sequence en acides 
amines qui decoufe de ENVRN. 65 
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(.'invention concerne egalement une composition immunogene caracterisee en ce qu'elle est dosee en 
antigene. tel que la gp 140 du virus HIV-2, de facon a pemnettre ('administration de doses unitaires de 10 a 500, 
notamment du 50 a 100 mg par kg de corps. 
Enfin I'invention concerne un precede de fabrication de i'une des proteines susdefinies (p12, p16 ou p26) ou 

5 d'une proteine ayant la structure de gp140. ou de parties determinees de ces proteines, ce precede etant 
caracterise par I 'insertion de la sequence d'acide nucleique correspondante dans un vecteur susceptible de 
transformer un note cellulaire choisi et de pemnettre ('expression d'un inserat contenu dans ce vecteur, par ta 
transformation de cet note choisi par ledit vecteur contenant ladite sequence nucleique, par la culture de 
I'hdte cellulaire transforms et par la recuperation et la purification de ta proteine exprimee. 

10 Les techniques decrites dans la demande de brevet europeen 85,905.513 9 deposee le 18 Octobre 1985 
pour la production de peptides ou de proteines consistant en des produrts d'expression de sequences 
d'acides nucleiques derivees du genome de HIV-1 sont applicables egalement a la production des susdits 
peptides ou proteines derives de HIV-2. La description de cette demande de brevet europeen doit etre 
consideree comme faisant partie de la presents demande en ce qui concerne les techniques. 

15 A titre indicate, les poids moleculaires theoriques (PM)"des proteines de HIV-2 sont Indiques, en 
comparaison avec ceux de HIV-1 . 
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HIV-2 MIR et HIV-2 ROD ont egalement ete deposes a la "National Collection of Animal Cell Cultures" 
(ECACC) a SALISBURY (Grande Bretagne) le 9 Janvier 1987 sous les numeros d'acces 87. 01.1001 et 
87. 01.1002 respectivement. 

De plus, les plasmides pROD35 et pROD27,5 ont ete deposes a la "National Collection of Industrial 
Bacteria" (NCIB) a ABERDEEN (Grande Bretagne) le 9 Janvier 1987 sous les numeros d'acces respectifs 
12.398 et 12^99. 

Toutes les publications auxquelles il a ete fait reference dans cette description doivent etre considerees 
comme faisant partie de cette description. 

BIBLIOGRAPHIE 

1 - F. Barre-Sinoussi et al. f Science 220, 868 (1 983) . 

2 - L. Montagnler et al. In : Human Tcell leukemia Oriymphoma viruses (Gallo, R.C M Essex, M.E., Gross, 
U, eds.) Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 363 (1984). 

3 - M. Popovic, M.G. Sarngadharan, E. Read, R.C. Gallo, Science 224. 497 (1984). 

4 - J. Levy et al.. Science 225, 840 (1 984) . 

5 - P. Sonigo et al.. Cell 42, 369 (1985). 

7 -J.W.Curranetal., Science 229, 1352 (1985). . 

8 - A. Ellrodt et al., Lancet i, 1383 (1984). 

9 - P. Piot et al.. Lancet ii, 65 (1984). 

10 - F. Brun-Vezinet et al.. Science 226. 453 (1984). 

11 -N.CIumecketal.,N.Engl.J.Med.313,182(1985). 

12 - A.B. Rabson and MA Martin, Cell 40, 477 (1985). 

13 - S. Benn et al.. Science 230, 949 (1985). 

14 - M. Alfzon, Manuscript in preparation. 

15 - F. Brun-Vezinet, Unpublished data. 

16 - M.D. Daniel et al., Science 228, 1201 (1985). 

17 - P J. KanW et al.. Science 228, 1 1 99 (1985). 

18 - N.L. Letwin et al., Science 230.71 (1985). 



26 



0 269 520 



19 - A. Gatzar et a!., Blood 55, 409 (1980). 

20 - D. Klatzmann et al., Science 225, 59 (1984). 

21 - L. Montagnier et al., Virology 144. 283 (1985). 

22 - J.S. Allan et al.. Science 228. 1091 (1985). 
23- F. Chfvel, Manuscript In preparation. 

24 - F. DIMarzo Veronese et al.. Science 229. 1402 (1985). 

25 - V.S. Kalyanaraman et aU Science 218. 571 (1982). 

28 - I.S.Y. Chen, J. McLaughlin, J.C. Gasson. S.C. Clark and D.W. Golde. Nature 305. 502 (1983). 

27 - F. Barin et al.. Lancet li. 1387 (1985). 

28 - PJ. Kanki. J. Alroy, M. Essex Science 230. 951 (1985). 

29 - H.Towbin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 4350 (1979). 

30 - S. Wain-Hobson. P. Sonigo. O. Danos. S. Cole et M. Allzon, Cell 40. 9 (1985). 

31 - M. Alizon et al., Nature 31 2. 757 (1 984) . 



Revendlcations 

1 - Retrovirus HIV-2 ou des variants de ce virus, ces retrovirus ayant des proprietes Infectieuses 
vis-a-vis des lymphocytes T4 humains. et les proprietes rnorphologiques et immunologiques essentlelles 
de run des retrovirus deposes a la CNCM sous les no 1-502, 1-532, 1-642 et 1-643. 

2 - Retrovirus purifie selon la revendication 1 . caracterise par les proprtet6s survantes : 

- la cible preference du retrovirus HIV-2 est constitute par les cellules Leu3 (ou lymphocytes T4) 
humaines et pour des lignees cellulaires permanentes d6rivees de ces lymphocytes T4 ; 

- II est cytotoxique pour les lymphocytes T4 humains qu'il Irtfecte ; 

- il a une activrte de transcriptase Inverse necessltant la presence d'lons Mg 2 + et presentent une forte 
activrte pour le p<)ly(adenylate-ollgodeoxythyImidylase) (pory(A)-oligo(DT) 12-18) ; 

- II a une densite d'environ 1,16 dans un'gradient de sucrose ; 

- II a un diametre moyen de 140 nanometres et un noyau ayant un drametre moyen de 41 nanometres ; 

- il peut etre cultive dans des lignees permanentes exprimant la proteine T4 ; 

- il n*est pas inf ectteux pour les lymphocytes T8 ; 

- les lysats de ce virus contlennent une proteine p26 qui ne crotee pas Immunologiquement avec la 
proteine p24 du virus HTLV-1 ou du virus KTUV-2 ; 

- ces lysats contlennent en outre une proteine p16 qui n'est pas reconnue Immunologiquement par la 
proteine p19 de HTLV-1 ou de HTLV-2 dans des essais de radioimmuno-precipltation ; 

- its contiennent en outre une glycoprot6ine d'enveloppe ayant un polds moleculaire de I'ordre de 
130.000-140.000 qui ne croise pas immunologiquement avec la gp110 du retrovirus HtV-1 ; 

- ces lysats contiennent encore une mo!6cule. marquable par la 3 fi S-cysteIne, ayant un polds moleculaire 
apparent de rordre de 36.000 ; 

- I'ARN genomique de HIV-2 n'hybride ni avec I'ARN genomique. ni avec le gene env. ni avec les LTR de 
HIV-1 de HIV-1 dans des conditions stringentes ; 

- I'ARN genomique de HIV-2 hybride falblement dans des conditions non stringentes avec des sequences 
de nucleotides de la region gag du genome de HIV-1. 

3 - Retrovirus selon la revendication 2, caracterise en ce que des lysats de ce retrovirus contiennent 
egalement une molecule ayant un polds mol6cuIa!re apparent de I'ordre de 42.rj00-45.000. 

4 - R6trovirus selon i'une quelconque des revendications 1 a 3. caracterise en ce que la sequence 
comprenant la region R et la region U3 de la sequence comprenant son ARN genomique contient une 
sequence nucleotidique en correspondance avec la sequence de nuc!6otides : 
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GTGG AAGGCG AG ACTGAAAGCAAG AG GAATAC CATTTAGTTAAAGG ACAG 

GAACAGCTATACTTGGTCAGGG<^GGAAGTAAa:AACAGAAAC&GCTGAG 

ACTGCAGGGACTTTCCAGAAGGGGCTGTAACCAAGGGAGGGACATGGGAd 

GAGCTGGTGGGGAACGCCTCATATTCTCTGTATA^ 

CATTGTACTTCACTCGCTCT 

GATCTCTCCA<xiACTAGAC^ 

; cxagcacttggccggtgctggcagacggccccacgct 
"accitccttaataaagctgcag^^ 

5 - Retrovirus selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que son ARN 
genomtque contient une sequence gag en correspondance avec la sequence de nucleotides : 
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CAG&ODB . 

atgggcgcgagaaactccgtuttgagagggaaaaaaccagatgaI 

' • ** • ' • ; 

XTAGAAAGAATCAGGTTACGGCCCGGCGGAAAGAAAA-ACTACAGC 



CXAAAACAXAXTGXGXGGGCAGCGAATAAAXXGGACAGAXXCGCA 
XXAGCAGAGAGCCXGXXGGAGXCAAAAGAGGGXXGXCAAJLAAAXX 



CXXACAGXXXXAGAXCCAAXGGXACCGACAGGXXCACAAAAXrTA 
200 • . . 

AAAAGXCXTXXXAmAIACXGXCXGCGXCAXXXGGICCAIACACGCA 



GAAGAGAAAGTGAAAGATACTGAAGGAGCAAAACAAATAGTGCGC 
• . 300 

AGACAXCXAGXGGCAGAAACAGGAACXGCAGAGAAAAXGCCAAGC 



ACAAGXAGACCAACAGCACCAXCXAGCGAGAAGGGAGGAAAXXAC 
• • . 400 

CCAGXGCAACAXGXAGGCGGUAACXACACCCAXAXACCGCXGAGX 

" » 
C CC C GAACCC XAAATGCCXGGGTAAAATTAGTAGAGGAAAAAAAG 



TTCGGGGCAGAAGTAGTGCCAGGAXTTCAGGCACTCTCAGAAGGC 
500 - . 

XGCACGCCCXAIGAXAXCAACCAAAXGCXXAATXGXGIGGGCGAC 



CATCAAGCAGCCATGCAGAXAATCAGGGAG^TTATCAATGAGGAA 
600 , . . 

CCAGCAGAAXGGGAIGXGCAACAXCCAATACCAGGCCCCXXACCA 



GCGGGGCAGCXXAGAGAGCCAAGGGGAXCXGACAXAGCAGGGACA 

■ " -• ..-.V 700 ■ • • 

• - — 

ACAAGCACAGTAGAAGAACAGAXCCAGXCGAIGXXXAGGCCACAA 
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AAT C C TC T A C C AG TA G G AAA CAT C TATA C AA GAT G GAT C C AG ATA 
. * * * *- . * . 800 . : 

GGATTGCAGAAGTGTGTCAGGATGTACAACCCGACCAACATCCTA 



GACATAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGTTCCAAAGCTATGTACAT 

900 

AG AT T C TA CAAAAG CTTGAGGGC AG AACAAA C A GAT C C AG CAGTG 



AAGAATTGGATGAQCCAAACACTGCTAGTACAAAATGCCAACCCA 



-GACTGTAAATTAGTGCTAAAAGGACTAGGGATGAACCCTACCTTA 

1000 . . 

♦ r" 

GAAGAGATGCTGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGTGGGCCAGGCCAG 



AAAGCTAGATTAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGTCATAGGACCT 
1100 

GCCCCTATCCCATTCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCATTTAAA 



TGCTGGAACTGTGGAAAGGAAGGGCACTCGuc&AGACAATGCCGA 

. 1200 

GCACCTAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGTGTGGTAAGCCAGGACAC 



ATCATGACAAACTGCCCAGATAGACAGGCAGGTTTTTTAGGACTC 

1300 

* - - ~ - 

GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTTCCCCGTGGCCCAAGTT 



CCGCAGGGGCTGACACCAACAGCACCCCCAGTGGATCCAGCAG7G 



GAT CTACTGGA G AAAT AT AT GCAGCAAGG GAAAA G A C A G A G AG AG 
1400 ... 

CAGAGAGAGAGACCATACAAGGAAGTGACAGAGGACTTACTGCAC- 



CTCGAGCAGGGGGAGACACCATACAGGGAGCCACCAACAGAGGAC 
• 1500 ♦ " - • 

TTGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAAAAGACCAG •* 
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6 - Retrovirus selon Tune quelconque des revendications 1 & 5, caracterlse en ce que son AHN 
genomique contient una sequence env en correspondance avec fa sequence de nudeotides : 
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StfV&H * ^* 

AXGAXGAATCAGCIGCITAXXGCCAXXIXAXXAGCXAGXGCXXGC 
• • • • 

XXAGXAXAXXGCACCCAAXAXGXAACXGXXXXCIAXGGCGXACCC 



ACGXGGAAAAAXGCAACCAXXCCCCTCXXXXGIGCAACCAGAAAX 
100 ~ • 

AGGGAXACXXGGGGAACCATACAGXGCXXGCCXGACAAXGATGAT 



TAX C AG G AAAXAA CTXXGAAXGXAACAGAGGC XX IX GAXGC AX GG 
A AX AAX A C AG X AA CA GAA CAAG C AAXA GAAG AX G X C XG G C AX C XA 



XXCGAGACAXCAAXAAAACCAXGXGXCAAACXAACACCXXIAXGX 

300 

GXAGCAAXGAAAXGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 



ACAACCXCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 
" . . . .400 

CAGGAGCAAGA GAXAAGTGAGGAXACXCCAXGCGCACGCGCAGAC 
• • • • • 

AACXGCXCAGGAXXGGGAGAGGAAGAAACGAXCAAXXGCCAGXXC 



AAXAXGACAGGAXXAGAAAGAGAXAAGAAAAAACAGXAXAAXGAA 
500 • 

ACAXGGIACXCAAAAGAXGXGGXXXGXGAGACAAAXAAXAGCACA 



AAXCAGACCCAGXGXXACAXGAACCAXXGCAACACAXCAGXCAXC 
. • 600 » 

AC AG AAX CAXGXGACAAGCACXAXXGGGAXG C XAXAAGGXXXA GA 



XACXGXGCACCACCGGGXXAXGCCCXAXXAAGAXGXAAXGAXACC 
— 700 

AAXXAXXCAGGCXXXCCACCCAACXGXXCXAAAGXAGXAGCXXCX 
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ACAT6CACCAG6ATGATGQAAACGCAMC7TCCACAXGGTTX6GC 
• • ; . 800 ' - % 

XXTAATGGCACtAGAGCAGAGAATAGMCAXATATCTATTGGCAt 



G GC AGAGAXAAXAGAACXAXCAX CAG CXXAAAC AAAXAXXAXAAX 

CTCAGXXXGCAXXGXAAGAGGCCAGGGMXAAGAqAGXGAAACAA 
• • • . • 

AXAAXGCXXAXGXCAGGACAXGXGXXXCACXCCCACTACCAGCCC 
• • • • . 

AXCAATAAAAGACCCAGACAAGGAXGGXGCXGGTXCAAAGGCAAA 
1000 . . c , 

XGGAAAGACGCCAXGQAGGAGGXGAAGACCCXXGCAAAAQAXCCC 



AGGXAT A G AG G AA C C AAX G A C ACAAGGA4X AXXAG C XXXG CAG CG 
1100 

CCAGGAAAAGGCXCAGACCGAGAAGXAGCAXACATGTGGACXAAC 



XGCAGAGGAGAGTXXCXCTACXGCAACATGACXXGGXXCCXCAAX 

1200 

XCGAXAGAGAATAAGACACACCGCAAXTAXGCACCGXGCCAXAXA 



AAGCAAAXAATTAACACATGGCAXAAGGXAGGGAGAAAXGXAXAX 

1300 

XXGCCTCCCAGGGAAGGGGAQCXGXCCTGCAACXCAACAGXAACC 
• • • • * 

AGCAXAAXTGCXAACAXXGACXGGCAAAACAAXAAXCAGACAAAC 



AXXACCXXXAGXGCAGAGGXGGCAGAACXAXACAGAXXGGAGXXG 
1400 . .. . 

GGAGAXXAXAAAXXGGXAGAAAXAACACCAAXXGGCXXCGGACCX 
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ACAAAAGAAAAAAGAXACXCCXCXGCXCACGGGAGACAXACAACA 
1500' . 

GGIGXGXXCGXGCXAGGGXXCXXGGGXXXXCXCGCAACAGCAGGI 



XCXGCAAIGGGCGCXCGAGCGXCCCXGACCGXGXCGGCXCAGXCC 
+ ♦ 1600 » • 

CGGACXXXACXGGCCGGGAXAGXGCAGCAACAGCAACAGCXGIXG 



GACGXGGXCAACAGACAACAAGAACXGXXGCGACXGACCGXCXGG 
• . 1700 

GGAA C GAAAAA CC XCC AG GCAAGAGX C AC XG CXAXAGAG AAGXAC 



CXACAGGACCAGGCGCGGCXAAAXXCAXGGGGAXGXGCGXXXAGA 

1800 

CAAGXCXGCCACACXACXGXACCAXGGGXXAAXGAXXCCXXAGCA 
• • • 

CCXGACXGGGACAAXAXGACGXGGCAGGAAXGGGAAAAACAAGXC 



CGCIACCXGGAGGCAAAXAICAGXAAAAGrxXAGAACAGGCACAA 
1900 

AXX C AG C AAGAGAAAAAXAXGXAXGAACXACAAAAAXXAAAXAGC 



XGGGAXAXXXXXGGCAAXXGGXXXGACXXAACCXCCXGGGXCAAG 
2000 

XAXAXXCAAXAXGGAGXGCXXAXAAXAGXAGCAGXAAIAGCXXXA 



AGAAXAGXGAXAXAXGXAGXA CAAAXGXXAAGXAGGCXXAGAAAG 

2100 

GGCXAXAGGCCXGXXXXCXCXXCCCCCCCCGGXXAXAXCCAACAG 
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AXCCAXAICCACAAGGACCGGGGACACCCACCCAACGAAGAAACA 

2200 

GAAGAAGACGGXGGAAGCAACGGXGGACACAGAIACXGGCCCXCG 
• • • » • 

GCGAXAGCATAXAXACAXXtCCtGAXCCGCCAGCXGAXTCGCCXC 



IXGACCAGACtAXACAGCAtCXGCAGGGACXIACXAXCCAGGAGC 
"00 . . . . # 

XXCCIGACUCXCCAACXCAXCTACCAGAAXCXCAGAGACXGGCXG 



AGACXXAGAACAGCCXXCXXGCAAIAIGGGXCCGAGXGGAXCCAA 
2*00 . . . . . 

GAAGCAXXCCAGGCCGCCGCGAGGGCXAtAAGAGAGACTCXXGCG 



GGCGCGXGCAGGGGCXXCXGGAGGGXAXXCGAACGAAXCCCGAGG 

2500 

G GAAXAC XCGC GG XX C C AAGAAGGAX C AGACAGGGAG CAGAAAX C 



GCCCXCCXGXGAGGGACGGCAGXAXCAGCAGGGAGACXXXAIGAA 
. . 2600 

XACXCCAXGGAAGGACCCAGCAGCAGAAA6CGAGAAAAAXXTGXA 
♦ • • • 

C AG G CAA CAAAAT AX GG A 



7 - Retrovirus selon Tune quelconque des revendications 1 ft 6, caracterise en ce que, pratiquement, 
son ARN n'hybride. ni avec le gene env et le LTR qui le jouxte, plus partlcuHetement avec la sequence de 
nucleotides 5290-9130, de HIV-1, nl avec des sequences de ta region pol du genome de HIV-1, en 
parttculier avec la sequence de nucleotides 21 70-2240. 

8 - Composition contenant au moins un antigens, notamment une proteins ou une glycoproteins du 
retrovirus HIV-2, selon Tune quelconque des revendications i a 7. 

9 - Composition selon larevendication 8, caracterisee en ce qu'elie conslste en un extraft total ou en un 
lysat du susdit nMrovirus. 

10 - Composition selon la revendication 8, caracterisee en ce que I'antfgene consfste en au molns t*une 
des proteines internes du noyau (core) du susdit virus, notamment p12, p16 et p26, ayant respectivememt 
des poids moleculaires apparents de i'ordre de 12.000, 1 6.000 et 26.000. 

1 1 - Composition selon la revendication 8 f caracterisee en ce qu'elie contient une glycoproteins. gp140 
ayant un poids moleculalre apparent de I'ordre de 130.000 a 140.000. 

12- Antigene qui ne produit qu'une seule bande en electrophorese sur gel de polyacrylamJde, 
caracterise en ce qu'H comporte, en commun avec Tun des antigenes purifies du retrovirus HIV-2, un 
epitope reconnu par le serum d*un porteur d'anticorps contre le virus HIV-2. 

13- Antigene purifie ayant les caracteristiques Immunotogiques de Tune des proteines ou 
glycoproteines suivantes de HIV-2 : p12, p16, p26, p36, p42 et gp140. 

14 - Antigene selon ta revendication 13 ayant la sequence d'amfnoacides d-apres ou partte de cette 
sequence des lors qu'elie est reconnue par des anticorps antl-p12 : 
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iLrgLysAlaPlieLyft 
.• * * 

CysTrpABnCysClyty*<rinGfryllisSerAlaArgGliiCysArs 

1200 

AlaProArgArsGlnGlxCysXxpLysCysGlyLysPxoGlyHis 

• • * • ■ . • 

lleHetThrAsnCysProAspArsClnAlaGlyPlieLettGlyLeu 

1300 

GlyProTrpGlyLysLysProAr~AsiiPbeProValAlaGlnVal 

• • • • 

ProGlnGlyLeuXhrProThrAlaProProValAspProAlaVal 

» • • • 

As pLjeuLeuG luLy e Ty rHe t G InG InG lyLy s Ar gG laArgGlo 

140 0 • ♦ • • 

GlaArgGlttArgProTyrLysGluTalThrGluAspLeuLenHis 

ieuGluGlnGlyGltiXbxProTyrArsGluProProTlirGluAsp 

, # T500 . • 

LeuLeu&xsLeuAsnSerLeixPbeGlyLysAspGln 



15 - Antigone selon ta revendication 13 ayant la sequence d'aminoacides ci-apres ou une partie de 
cette sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps anti-p1 6 : 
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HetGlyAl aArgAs a S c r Va ILeftAr^Cl y Ly *£y sA 1*A* pCl a 

■ " ■ * * 

tt GluArg XI e Ar g LeuArgP r »Cly€X yLy » ty '^tjtmTxikx g " 

LeuLyflEisIIeValTrpAlaAlaA«iflby*t«iA*pArgPb«Cly 

LetiAIaCltiSerI.enLenClttScrLy*ClBClyCy*CInLy*Il«* 

• » * * • 

LeuTlirValL*uA*pPToHetVa.lPr0ni.rClySerC2nA*TiLcn 

LysSerLeaPheA5uriirY*lCy*7j.lIl«rr|rCy»II*EI»Al«- 
CluGltiLysV*lLyaA*pTbxClnClyAi»Ly*fflnIleV*lArg 

ArgHisLettValAlaCluShxGlyTkrAlaCIttLy^etFraSer 

• • » . • 

TbrSerArsProThrAla^roS*rS*xCl©Ly*61yCljA*ttTyr 

tee 

16 - Antigene selon la revendi cation 13 ayarrt la sequence d'amirtoaeides cf-apFes ou una parte de 
cette sequence, des lors qu'elle est racormue par des arrttcorps arrtl-p26 : 
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Pr©ValClnH£*ValGlyGlyA«nTyrTarHi*Ile?roI.ettSer 

%. * 

• -***••' ."•* • 
r^oAjrgTnrLenAsnAlaTrpValI#ysLeaValGlttGluLysLys : 

0 • • • 

PheGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly 

500 • • - . 

CysThxProTyrAspIleAsnGlnHetLeuAsnCys ValGlyAsp 

EisGlnAlaAlaHetGlallelleAr-GluIlerieAETaGluGlu 

• 600 • ; • ♦ 

AlaAlaGluTrpAspValGlnEisProIleProGlyProLeuPrO' 

»-».••" • 
AlaGlyGlnLeuArsGluProArsGlySerAspIleAlaGlyTbr 

70« * . \ 

TnrSerTbrValGluGluGlnlleGlttlrpHetEaeArgProCltt 

. . . ... 

A»riPro7alEroValGlyA*iiIlcZyrArsArsTrpIleCliiIl«* 

• •* SOD m ». 
GlyI.euGlnLysCy»ValArsHe£XyrA5iL?roThrAsiLlleX.ea 

*** ** - * * . r 

• • • • • 

AspIleLysGlnGlyProLysGluProPheGlnSerTyrValAsp 

• ". » • . » 900 

ArgPlieTyrLysSerLeuArgAlaGloGliiTarAspProAlaVal 

*- • • » 

ly s As aTrpHe tTnrG InThrLeuLeu Va lGlnAsnA'laAsnPr o 

• • • • • 

AspCysLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyHstAsnProXhrLeti 

1000 -v » ' ^ . 

GloGlttHetLenTarAlaCysGliiGlyValClyGlyProGlyGli 

• " • » s • 

LysAlaArgLeuHetAlaCluAlaLenL2^Glu7a'lIleGlyPro 

- "00 ^ 

AlaFroIleProPneAlaAlaAlaGinGln 
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17 - Antigene selon la rev ndicatfon 13 ayant la sequence d'aminoactdes cl-apres, des lors qu'ette est 
reconnue par des anttcorps anti-gp140 : 
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EHVUK 

HetMetAsnG InLeuLeuIleAlalleLeuLenAlaSexAlaCya 

• • • * 

LeuValTyxCysThxGlnTyrValTlixValPaeTyxGlyValPTO 

• * • • • • 

ThrTxpLysAsnAlaThxIlePxoI.euPheCysAlaThrAxgAsi> 

100 

AxgAspThxTxpGlyThxIleGlnCysLeoPxoAspAsiiAspAsp 

• • • • • 

TyxGlnGlnlleThxLeuAsiiValTnrGluAlaPheAspAlaTxp 

200 

AsnAsnThxValTaxGluGlnAlalleGluAspValTxpHisLeu 

• • ♦ • 

PheGluThxSexIleLysProCys ValLy sLeuThxPxoLeuCy » 

300 

ValAlalletLysCysSerScrThrGlnSerSerThrGlyAsnAsn 

• • ♦ * / " * 
TnxThxSexLyBSexThxSexThxThxTbxTaxThrPxoTbxAsp 

400 

GlnGluGlnGltillcSerGluAspThrProCysAlaAr'sAlaAsp 

• • • • • 

AsnCy sSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCvsG InPhe 

• • ♦ • 

AsnHetThrGlyl,euGluArgAspLysLysLysGlnTyrAsnGlii 

500 • . ... 

ThrTrpTyrSerI.ysAspValValCysGlTjThrAs»AsiiSe"rTar 

• • • • 

ABnGlnThrGlnCysTyrKetAsnEisCysAsnTnrSexVallle 

. . 600 
ThxGluSexCysAcpLysEisTyxTxpAspAlalleArgPbeAxfc 

• *" * • ♦ • 
TyxCysAlaPxoPxoGlyTyxAlaLeuLeuAxgCysAsnAspTbr 

_ 700 

AsnTyxSexGlyPbeAlaPxoAsnCysSerLysValValAlaSer 
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TbrCy »Thr Ar *He tMe tC luTbrC InTbrSerThrTrpPbeG ly • 

800 

PbeAsnGlyTbrArgAlaCluAsnArgThrTyrlleXyrTrpHi* 

* * " • 

GlyArgAspAsnArgXhrXleIleS*rLeuA«nLy«XyrXyrA*a 

• ♦ • • 900 

LeuSerLeuBisCysLysArgProG lyAsnLysXbrValLysClii 

IleMetLeuUetSerGlyHisValPheHisSerEis TyrGlnPro 

• • •> • » 

IleAsnLysArgProArgClnAlaXrpCycXrpPbeLysGlyLya 

1000 

XrpLysAspAlaMetClnCluValLysXbrLenAlaLysHisPro 

• • * • 0 

AngXyrArgGlyXbrAsnAspIbrArgA«iiIleSerPbeAlaAla 

1100 . # 

FxoGlyLysGlySerAspProGluVa lAl«TyrHe tTrpTbrAia 

• • • • * 

CysArgGlyGluPbeLeuXyrCysAsnHetXbrXrpPbeLeuAsn 

liuO 

TrpIleGluA$&I*ysXhrHisAr&AssXyrAlaProCysK£sIle 

• * . • ♦ • 

LysGlnllelleAsnXbrXrpEisLysValGlyArgAsnValXyr 

1300 

LeuProProArgGluGly GluLcuS erCys As iiScrThrValThr 

• • • » » 

SerllelleAlaAsnlleAspXrpG lnAsuJLsnAsnGlnXhrAsn 

♦ • • m 

XleXbrPbeSerAlaGluValAlaGluLeuXyrArgLeuGluLea 

1*00 . 
GlyAspXyrLysLeuValCluXleXbrFrolleGlyPbeAlaPro 
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XarLysCluLysArgXyrSerSerAlaHisGlyArgHisXhrAr* 
1500 

ClyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly 

• « • • 

SerAlaKe tGlyAlaArgAlaSerLeuXhrValSerAlaGlnSer 

* . 1600 
ArgXhrLeuLeuAlaGlylleValGlnG InG InG InG InLeuLeu 

• • • • 

AspValVa lL^sArgGlnG InGluLeuLeuArgLeuXhrVa lXrp 

1700 

GlyXhrLysAsnLeuClnAlaArgValXaTAlalleGluLysXyr 

• • * 

LeuGlnAspGlaAlaArgLeuAsnSerXrpGlyCysAlaPheArg 

1800 

GlnValCysHisXhrXhrValProXrpValAsnAspSerLeuAla 

• • * • 

ProAspXrpAspAsnKetlhrXrpGlnGlttXrpGluLysGlnVal 

• • • • * 

-ArgXyrLeuGluAl aAsnl leSerLy s S erXeuG lupixJLlaG in 

1900 

1 1 eG InG InG luLysAsnM e tTy r G luXeuGlaLy sLeuAsnS cr 

• • • • • 

Xrp Asp 1 1 eP heG lyAs nXr pP h eAs pL eulhr S erXrpValLys 

2000 

XyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLen 

• • • • • 

ArsIleVallleXyrValVelGlnlletLeuSerArgLetiArgLys 

2100 

GlyXyrArgProValPheSerSerProProGlyXyrlleGlnGln 
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1 1 e E i * 1 1 c K i sLy-s A s-pA-r &G 1 y G lap r o ASaAa nC luG luThr 

- - . Kffff 

CluGluAspGlyClySerAsnClyClyA«pitrsryTTr^roTrp 

• _ . •» *»- * 

ProIleAlaXyrll eH is B beL eul I e*r gOI»£e*iI le Ar n. 

• • » »• * 

LeuXhrA rgLe u X y r S er 1 1 e C y » A r g A s p£ea£e u S e rAr g Se r 

2300 ~ 
PheXeuThrI*euGlijI*euXleTyx&Ii^ 

• * •« . •> 
Ar g Le uAr g Thr A 1 aPbeL ea G luT^rd y'Cy s G laTrpS 1 eC la 

2400 . m . ^ 

CluAla? a*G laAI *AIaAraAr^I«TbrJ^CIuTlxrLeiiAI« 

• » ••• * 
GlyAlaCyaArg^l*yLeuXcp^g;Va^^ 55 

. \ 23-GOi 

GlylleLe uA 1 a Va IFr oArg A r g 1 1 eAr InCIyA 1 aC ittl 1 e 



AlaLeuL en*** GlyT hx A 1 a V a 1 S e r A 1 aGIyAr s ; Let*Ty r C la 



GlaAlaXarLysXyrGly 



10 



15 



30 



Xyr SerHe t G luGIyFxo SerfferAr^Ly &ClyGIttX»ys£ fceVa I ^ 



40 



t8 - Methode pour la detection in vitro de la presence d'anticorpaantl-HIV i -2 dans un liquids biologique, 
tel qu'un serum, et plus particulierement pour le diagnostic In vitro d'un SLA ou SIDA potential ouexlstant 45 
dO a un retrovirus du type HIV-2, caracterise en ce que Ton met en contact un serum ou un autre mfUeu 
biologique provenant de la personne falsant I'objet du diagnostic, avec une composition selon Tune 
quelconque des revendlcatlons 8 a 11 ou avec un antlgene seionTune quetcsonque des revendlcatlons 12 
a 17, et en ce que Con detecte fe con]ugu6 immunologique everttuellemant forme entre ess anticorps. 
anti-HIV-2 et I'antigene ou les antfgenes mis en oeuvre. so 

19 - Methode selon la revendication 18, caracterise en ce que Pon realise la detection- dudit conjugue 
immunologique en falsant reagir le conjugue immunologique eventuelternent forme avec un reactif 
marque forme soft par des anticorps antMmmunogldbulInes humalnes, soit par una proteins A 
bacterienne et en ce que Ton detecte le complexe form* entre le ! rtesttf et le susdtt conjugue 
immunologique. 55 

20 - Necessaire ou kit pour la detection d'anticorps antl-HIV-2 dams, un fluids biologique, notamment 
d'un porteur eventual de ces anticorps, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une composition telle que deflnie dans I'une quelconque des revendlcatlons 8- a Tt ou un antlgene tel 
que deflnf dans Tune quelconque de revendlcatlons 12 a 17", et 

- des moyens pour detecteur le conjugue immunologique resultant de la- reaction immunologique entre 60 
I' antlgene et tedit fluids biologique. 

21 - Necessaire ou kit selon la rev ndication 2T, caracterise en ce que les moyens- pour detecter le 
conjugue immunologique forme comprennent des antMmrnunogtottuJInes rrurnainQS-ouunB proteine A et 
des moyens pour detecter le complexe forme entre les arrtteorps arrti-HtV^ contenus dans le coTtjugu6 
immunologique detect*. 5& 
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22 - Composition immunogene contenant une glycoproteine d'enveloppe du retrovirus HIV-2, telle que 
la gp140 de ce retrovirus, ou une partie de cette glycoproteine. en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable, approprie a la constitution de vaccins contre HfV-2. 

23 - Composition selon la revendlcatlon 22, caracterisee en ce qu'elle contient au moins une partie 
immunogene d'une glycoproteine contenant une ossature proteique ayant la sequence suivante : 
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EHVBJi 

UetMetAsxtG InLeuLeuIleAlalltLeuLeuAltS e*Al *Cy« 

• • • • 

L«oV*lTyrCy«ThrGintyr?alThtVAl^bttTyr<ilyVAlPro( 

• • • • • 

IhrTrpLysAfinAlaTbrlleProLeaPheCysAltTbrArgAsri 

100 * , 

ArgAfipThrTrpGiyTbrIl©(;inCy*LctjFroAspA*tiAspA*p 

TyrGln(JltiIlftThrLeuAsnV*lThtGluAlaF&cA*pAlaXrp 

AsnAinThrV*lThrCltfGlftAl*Il*ClTiA#pV»lirpHi*Lctt 

PheGluTbrSerllelyttPtoCysV* ILy *LeuTbrProLeuCy» 

* 306 

V*lAlalIctLy5Cy»SferS«irfbr€ltiStrScrThfGlyA«iiAf n 
TbrTbrSerLysSttrTbrSerTbrtbrtb^ 

4CH» 

GlnCluGlnGluIleSer(51uA#pTbrPi t oCysAl*Ar'gAlaAii> 

• * * • * • 
A4nCyftSerGlyLeuClyCluClaCluThrIl«AsnCysGlnPh« 

• • * • 

As »He tTbrC lyLeuG laA* gAs £Ly airy sl»y »C Intyx AsnG In 

500 

TbrTrpTyrSertysAspViltralCysClutbrAsiiA$bSertbr 

• • v • 

AenGltitrbrGliiCy 5TyrHetAcnEi»CysAsnThrSerV*lIlc 

. • 600 . . * 

TbrGluSetCysAspLysEifityrTrpAspAleTlfeAtfgPbeArj 

• • # • 

TyTCyfiAIaPto?roGlyTytAlaL«ruLftttArgCy*A*nA«pTbr 

_ 706 

As nTyrSerGlyPbeAlaProA*ndy*SerLy>V*lV*lAl*eer 
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XbrCysIhrArgHetlUtGluXfcrCliiXbrSerlhrTrpPheGly 

.800 

PheAsaGlyXhrArgAlaGluAsnArgXhrXyrlleXyrXrpHi* 

• • • • 

GlyArgAspAsnArgXhrllelleSerLeuAsnLysXyrXyrAsn 

900 

LeuSerieuEisCysLysArgProGl yAsnLysXhrValLysCln 

• • ♦ • 

IleKetLeuHetSerGlyHisValPheHisSerEisTyrGlnPro 

• • • • • 

IleAsnLy sArgProArgGlnAlaXrpCysXrpPbeLysGlyLys 

1000 

TrpLysAspAlaMetGlnGluValLysThrLeuAlaLyfiHisPro 

• • • • • 

ArgXyrArgGlyXhrAsnAspXhrArgAsnlleSerPheAlaAla 

1100 

ProGlyLysGlySerAspProGloValAlaTyrKetTrpThrAsft 

• • ' • • • 

CysArgGlyGluPheLeuTyTCysAsnHetThrTrpPfceLeuAsn 

• llvO 

TrpIleG luAsnLysXhrEisArgAsnTyrAlaProCysEisIle 

• • • • • 

LysGlnllelleAsnlhrTrpEisLys ValGlyArgAsnValXyr 

1300 

LeuProProArgG luGlyGluLeuSerCysAsixS erXhrValXlir 

• • • • • 

SerllelleAlaAsnXleAspTrpGlnAsnAscAsnG lnThrAsn 

• • • • 

IleXhrPheSerAlaGluValAlaGluLeuXyrArgLeuGluLeu 

1400 . 
ClyAspXyrLysLeuValGluXleXbrProIleGlyPheAlaPro 
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XhrLy»GlttLyaArgXyrSerS«rAlaHi*GlyAr*Hi«XhrArg 

1500 ' . 
ClyValPheValLeuClyPheLfcuGlyPheLetiAlaXhrAlaGly 



SerAlaKetGlyAlaArgAlaSerLeuIhrValSerAlaClnSer 

; . 1600 
ArgXhrLeuLeuAlaC ly II c7a 1C InG InG InG InG luLeuLeu 



AspyaIVaLLx»ArgGlnGlaClttLftuLeuArgLettTbrValTrp 

1700 

ClyXarLy«AsnLeuClnAlaArgValXhrAlaIleGlaI,ysXyr 

• • » 

LeuGlnAspGlaAlaArgLeuAsnSerXrpGlyCysAlaPheArg 

• • • * 1800 

ClaValCy*HisXaxXarValProXrpValAsnAspSerI.euAla 



ProAspXrpA5pAsaKetXarXrpGlaGlaIrpGlaXtyaGln7al 



Ar gXyrLettG luA laAsnl IcS exLy s S erLeuG laGfaAlaG in 

1900 • . 

IleGlaGlaGltxLysAsnHetXyrGltxLaaGlnLysLeuAsaSftr 



XrpAspIlePheGlyAsalrpPaeAspLeuIarSerXrpValLy* 
2000 

XyrIleGlaXyrClyValLeaIleIl«YalAlaValXleAlaLea 



ArsIleVallleXyrValValGlniie tLeuSe rArgLeuArgLy* 

2100 

ClyXyrArgFroYalFheSerSerProProGlyXyrlleGlaGln 
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IleEisIleEislysAspArgGlyGlnPr AlaAsnCluGluIhr 

2200 

CluGluAspGlyClySerAsnGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 

• * • • • 

ProIleAlaTyrlleHisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLeo 

» • • • 

LeuThrArgLeuryrSerlleCysArgAspLeuLeuSerArgScr 

Z300 

PbeLeuThrLeuGInLeuIleTyrGlnAsnLeuArgAspTrpJ*** 

• • • • • 

ArgLeuArgthrAlaPhcLeuGlnTyrClyCysGluTrpIleCla 

%> . 2A0O " 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrLeuAla 

• • • 

2s GlyAlaCysArgGlyLeulrpArgValLcuGlnArglleGlyArx 

2500 

* GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGluGlyAlaGluIle 



10 



15 



30 



40 



AlaLeuLeu***GlyTfarAlaValSerAlaGlyArgLeuTyrCltt 



2600 

35 TyxSexMetGluGlyPxoSerSexArgLysGlyGluLysPheVal 



GlnAlaXartysTyrGly 



24 - Composition immunogene selon la revendication 22 ou la revendication 23, caracterisee en ce 
45 qu'elie est dosee en antlgene de facon a permettre 1'administration d'une dose, unitaire de 10 a 500, 

notamment de 50 a 100 microgrammes par kilogramme de corps. 

25 - Anticorps monoclonal caracterise par sa capacite a reconnaTlre specifiquernent Tun des antigenes 
conformes a Tune quefconque des revendications 14 a 17. 

26 - Les hybridomes secreteurs de I'anticorps monoclonal selon la revendication 25. 

50 27 - Acide nucleique, le cas echeant marque, derive d'une partie au moins de TARN du virus HIV-2 ou 

de Tun de ses variants. 

28 - Acide nucleique selon la revendication 27, contenant une partie au moins de PADNc 
correspondant a TARN genomique entier d'un retrovirus HIV-2. 

29 - Acide nucleique selon la revendication 27, caracterise en ce qu'il contient la sequence de 
55 nucleotides : 



60 



65 
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GTGGAAGGCGAGACTGAAAGCAACAGGAATACCATrTAGTTAARXSGACAG 
6AACAGCTATACTTGCTCAGGGCA 

ACTGCAGGGACTTTCC^SAAGGGGCTCTAACCAAGGGA^^ 

GAGCTGGTGGGGAACGCCTCATATTCTCTCTATAA^ 
CA^GTACTOCA^^^ 
GATOTTCCAGCACI^^ 
/CCAG(^CTTGGCCGGTGC^ 

; ' ACCTTCCTIAATAAAGCrGCAGTAGAAGCJt ' * 

30 - Acide nuclelque selon la revendication 27, caracterise en ce qu'll conttent une sequence 
nudeotidique codant pour une partie au molns de la sequence d'aminoacldes Indlquee cl-apres : 
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GAGRODB % ! 

HetGlyAlaArgAsnSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGltt 

LettGluArglleArgLeuArgProGljGlyLysLysLysTyrArg 

. - • «• • • - 

LeuLysHisIleValTrpAlaAlaAsnXysLeuAspArgPaeGly 

100 . - - 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSexLysGluGlyCysGinLysIle 

• • — • • • 

LettThrVaH.euA8pPToMetValProThrGlySerGluAsaI.ett 

200 

LysSerLeuPaeAsnThrValCysValllelrp^ysIleEisAla 

• • • * 

GluGluLysValLysAspThrGluGlyAlaLyaGlnlleValArg 

500 

ArgHisLettValAlaGluThrGlyThxAlaGlttLysHetProSer 

• • * *• • • 

ThrSerArgProThrAlaProSerSerCluLysGlyGlyAsuTyr 

400 

ProValGluHis ValGlyGlyAsnTyrTarHisIleProLeuSer 

• . • • 

ProArgThrLeuAsnAlaTrpValLysLeuValGluGluLysLys 

« • • • 

PheGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly 

500 ♦ • • 

CysThrProTyrAspIleAsnGlnMetLeuAsnCys ValGlyAsp 

• • ■* * 

HisGluAlaAlaMetGlallelleAr^GlttllelleAsnGlttGlu 

• 600 * • • 

AlaAlaGluTrpAspValGlnHisProXleProClyProLeuPro 

AlaGlyGlnLeuArgGluProArgGlySerAspIleAlaGlyThr 
TarSerThrValGluGluGlalleGlnTrpHetPheArgProGln 
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A«uProV«lProV*lClyA»nIleTyrArsArgTrplTeGTttlIt~ 

** • ♦ 800 • 

GlyLeuGlnLysCys ValArgMe tTyrAsuProTbrAsnlleLett 

5 

• • • • 

AapIleLyaGlnGlyProLysGluProPheClnSerTyrValAsp 

• • • • 900 w 

ArgPbeTy rLysSerLeuArgAlaGluG InThrAspProAlaVal 



LysAlaArgLeutte t AlaG luAlaLeuXy aG luVal IleGlyPro 
1100 

AlaProIlcProPheAlaAlaAlaGlnGluAxgLysAlaPbeLy* 

• • * • » 

CysTrpAsnCysGlyLysGluGlyHisSerAlaArgGlnCysArg 



15 



LysAanTrpMe tTbrGlnThrLettLeoValGlnAsnA'laAsuPro 

• • • • • 

As pCyaLy sLeu ValLeuLy sG lyLeuGlyMe tAsnProTbrLeu 

1000 • • 20 

GluGluMetLeuThrAlaCyaGlnGlyValGlyGlyProGlyGln 



25 



30 



1200 

AlaProArgArgGlnG lyCy sTrpLysCy-sGlyLysProGlyHi* ^ 

• • ■ • •* • 

Iletle tTbrAsnCysProAspArgGlnAlaC lyPbeLeuGlyLeu. 

1300 #> 
GlyProTrpGlyLysLysProAr^AsiiPbeProValAlaGlnVal 

• • ■ • • • 

ProGlnGlyLeuTbrProTbrAlaProProValAspProAlaVal ^ 

» • • • 

AspLeuLeuG luLysTyrMetGlnGlnG lyLy sArgGlnAr gG lu 

1400 50 
GlaArgGlttArgProTyrLysGluValTbrGluAspLeuLeuHis 

» • ■ • 

LeuGluGlnGlyGloTbrProTyrArgGluProProTbrGluAsp 55 

rsoo * • 

LeuLeuHisLeuAsnSerLeaPbeGlyLysAspGln 



31 - Acide nucleique seton la revendication 27, caracterise en ce qu'il corrtient une sequence 
nucleotidique codant pour une partie an molns de la sequence d'aminoacides indiquee cl-apres : 65 
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}ArgLysAlaPheLy» 
1 



CyslCrpAfinCyVGlyLysCruGlySts^erAlaArgGljiCysArg 

. 1200 

AlaProArgArgGlaGlyCysTrpLysCy-sGlyl.ysProGlyHi» 



IleHetXhrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPaeI.evGlyI.ett 

1300 

GlyProXrpGlyLysLysProArgAsnPbeProValAlaGlnVal 



ProGlnGlyLeuXarProXhrAlaProProValAspProAlaVal 



AspL.euLeuGluLysTyrHetGlnGlaGlyLysArsGliiArgGlii 



1400 . 

25 GlnArgGluArgProIyrLysG luValXhrGlaAspLettLeuHis 

* • • • 

LeuGlttGlnGlyGluTbrProTyrArgGluProProXhrGluAsp 

30 , ' . rsoo " 

LeuLeuHlsLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGla 



32-Acide nucleique selon la revendication 27, caracterise en ce qu'il contient une sequence 
nucleotidique codant pour une partie au moins de la sequence d'aminoacides indiquee ci-apres : 
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He tGlyAlaArgAanSerVa lLeuArgGlyLysLysAlaAapGlo 

* • * 

LeuGluArgIleArgI.ei^rgProClyGlyLysLyaI.ysTyrArg 

- — ^ 

• • • ' ■ • * 

LeuLysHisIle ValTrpAlaAlaAanXy-sLeuAapArgPheGly 

100 • . w 

LeuAlaGluSerLeuLettCluSerLycGluGlyCysClnLyalle 



leuThrValLeuAspProHetValProTlirGlyScrGlaAsiiLaii 

± 

200 

LysSerLeuPheAfinTbrValCy»ValIletrp<:yaIleIIiflAla 

• • . .» • p 

GluGlaLysValLysAspThrGlaGlyAlaLytGlnllcValArg 

300 

ArgHisLeuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLyBHe tProS«r 



15 



20 



25 



XhrSerArgProThrAlaProSerSerGluLysGlyClyAsnTyr 

400 30 



33-Acide nucletque selon la revendication 27, caracterise en ce qu'II contient une sequence 
nucleotidique codant pour une partlaau molns de la sequence d'aminoacides Indlquee ci-apres : 



35 
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rroValClnHisValCljClyAsttXyrTbrHisIleProLeuSer 

ProArsXaxLenAsnAlaIrpValI.y*I.eijYalGlttGluLysLy** 

• * • • * 

FbeGlyAlaGluValValProClyPaeCl»Alal.euSerGlttGly 

500 • • • 

CysXhrProXyrAsplieAsnClnHetLetiAsiiCysValGlyAsp 

• ♦ • 

HisGlnAlaAlaHetGlnllelleArsClmllelleAsiiGlnCltt 

£00 • • 

AlaAlaClnTrpAspValGlnHisProIlefroClyProLettPro 



AlaGlyGlnLeuArgGluPToAxsGlySerAspIleAlaClyTlLr 

706 . • 

TlirSerXhrValGlaGltiGlnlleGlaXrpHetPneArgProGlii 



AspProValEroValGlyAsnXleXyrArsArsTrpl'leGlnZltt 

* • * 

ClyI-euGlnLysCy*ValArsHetXyTAsaProX1irAsaIleLeu 

— *. *•**»- 

• • • ■ 

AspIleLyeGlnGlyProLysGluProFheGlnSerXyrValAsp 

. 900 

ArgPheXyrLysSerXeuArgAlaGlxiGlnXferAspProAlaVal 



Xy s As aXrpMe t Tb r G lnXhrLe u L e o Va 1 G InA snA'l aA snP r o 



AspCysLysLeu7alLeuXysGlyI.euGljMetAfixiProThrLeTi 

1000 • • » • 

GluGluMecLeuXhrAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGla 



LysAlaArgLeuHetAlaGlnAlaLeuXySGlttVallleGlyPro 

^ 1100 * , • 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnCla 
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34 - Acide nucl6lque selon la revendication 27, caracteris6 en ce qu'fl contient une sequence 
nucleotidique codant pour une partie au moins de la sequence d'aminoacides Indiquee ci-apres : 
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MetHetAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 

• • • 

LeuValTyrCysThrGlalyrValThrValPhetyrGlyValPro 

• . • • 

ThrTrpI-ysAsnAiaThrlleProLeuPheCysAlaThrArgAsii 

100 

ArgAspThrTrpGlyTnrlleClnCysLeuProAspAsaAspAsp 

• • • • • 

TyrGlnCluIleThrLeuAsnValTarGluAlaPheAspAlaTrp 

200 

AsnA6nThrValTbrGluGlnAlaIleGl»AspValTrpHisLett 

PheGluThrSerlleLysPxoCysValLysLettThxProLeuCy* 

300 

ValAlalletLysCyeSerSerTnrGluSerSerThrGlyAsnAsn 

• • • • • 

TbrThrSerLyeSerThrSerThrThrThrThrTlirProThrAsp 

400 

CliiGluGlnGluIleSerGluAspTarProCysAIaArgAlaAsp 

• • • • • 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCysGlnPhe 

• • • • 

AsnMe tThrGlyLcuGluArgAspLy sLy sLy sGlnTyrAsnGlu 

500 «, • • " - 

TbrTrpTyrSerl^ysAspVa IValCysG luThrAsaAsnSerThr 

• • • • 

AsnGlnTnrGlnCysTyrKetAsnEisCysAsnThrSerVallle 

so . . 600 * . 

ThrGluSerCysAspLysEisTyrTrpAspAlalleArgPheArg 
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TyrCy sAlaProProG lyTyrAlaLenLeuArgCysAsnAspThr 
— 700 

AsnTyr SerGlyPheAlaProAsaCysSerLys ValValAlaSer 
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TbrCyaTbrArgHetHetGliiTbrClnTbrSerTbrTrpPb Cly 

• . 800 • 

PbeAsnClyTbrArgAlaCluAsiiArgTbrTyrlleTyrlrpHia 



GlyArgAspAsnArgThrllelleSerLeoAsnLysTyrTyrAan 

900 

LeuSerieuHisCysLysArgProGlyAsnLysTbrValLysCln 



IleKetLeuHetSerGlyHisValPbeEisSerBisTyrGlnPr© 



IleABaLysArgProArgGlnAlaTrpCysTrpPbeLysClyLy* 
1000 

TrpLysAspAlaMetGlnGluValLysTbrLeuAlaLysBisPre 



AjcgTyrArgClyTbrAsnAspThrArgAsBlleSerPbeAlaAla 
1100 

FroGlyLysGlySerAspProGlttValAlaTyrEetTrpTbrAsa 



CysArgGlyGluPbeLeuTyrCysAsnHetTbrTrpPbeLeuAsB 

. . • 12v0 

TrpIleGluAsnLyfiTbrHifiArgAsnTyrAlaProCysEisIl* 



LysGlnllelleAsnTbrTrpEisLysValGlyArgAsnVa ITyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerThrValTbr 



SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlttAsnAsnAsnGlnTbrAsa 



IleTbrPbeSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLe* 

1*00 • • • - 

ClyAsptyrLysLeuValGlallcTbrProIleGlyPbcAlaPr* 
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XnrLysGluLysArgXyrSerSerAlaHisGlyArgHisXHrArg 

1500 . 
GlyValPheVaU-euGlyPheLeuGlyPheLeuAlaXhrAlaGly* 

• • • * * 

SerAlaKe tGlyAlaArsAlaSerLeuThrValSerAlaGlnSer 

• . 1600 
ArgXhrLeuLeuAlaG lylleValG InG InG InG InG InLeuLeu 

» • • » 

AspValVaLLxsArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuXhrValXrp 

1700 

GlyXhrLysAsxtLeuGlnAlaArgValXhrAlalleGluLysXyr 

• • • 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerXrpGlyCysAlaPbeArg 

1800 

GlnValCysHisThrlhrValProXrpValAsnAspSerLeuAla 

• • » • 

ProAspTrpAspAsnKetTarTrpGlnGlulrpGluLysGln.Val 

• • • • ♦ 

ArgXy r Leu G lu£ 1 aAsnl 1 eS e rLy s S cr LeuG luG f nkl aG in 

1900 

IleGlnGlnGlttLysAsnMetXyrGltsLeuGlnLysLetiAsnSer 

• • • • » 

XrpAspIlePheGlyAsnlrpPbeAspLeuXhrSerXrpValLys 

2000 

XyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLcn 

• • • • • 

ArglleVallleTyrValValGlnl-ie tLeuSe rArgLeuArgLys 

2100 

GlyXyrArgFroValPheScrSerProProGlyXyrlleGlnGln 
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IlcKisIleEisLysAjpArsGlyGlnProAl JtA«nClnCluThr 

2200 

GluGltiAspGlyClySerAsnGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 

• • • • • 

ProIleAlaTyrlleHisPheLettlleArgClnLeuIleArgLett 

• • • • 

LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLetLLeuSerArgSer 

2300 . 
PbeLeuThrLeuGlnLeoXleTyrGlnAsnLenArgAspXrpLe« 

* • • • 

ArgLeuArgThrAlaPheLenGlnTyrfilyCysGlntrpIleGla 

2400 • • . 20 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaTnrArgGluTlirLettAlA 



ClyAlaCysArgGiyLeuTrpArgValLeBGlttArglleGiyArg 

2500 . "~ 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaCluIla 



AlaLeuLeu***GlyThrAlaValSerAlaGlyArgLeuIyrClii 

2600 

TyrSerMetGluGlyProSerSerArglysClyGlttLysPbeVal 



GlnAlaThrLysTyrGly 
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35- Acide nucleique selon Tune quelconque des revendications 28 a 34, caracterise en ce qu'il est 
forme d*un acide nucleique recombinant, comprenant un acide nucleique provenant d'un vecteur, dans 45 
tequel le susdit ADNc ou partie d'ADNc se trouve insere. 

36 - Acide nucleique recombinant selon la revendication 35, caracterise en ce qu*ii est marque. 

37 - Precede de detection d'un retrovirus HIV-2 ou de son ARN dans un liquids ou tlssu biologique, 
notamment en vue du diagnostic in vitro chez I'homme de la potentialite ou de I' existence d'un SLA ou 
d'un SIDA, caracterise par ia mise en contact des acides nucieiques contenus dans ce liquide ou tissu so 
biologique avec une sonde contenant un acide nucleique selon Tune quelconque des revendications 28 a 

38 dans des conditions d 'hybridation stringentes, pendant le temps necessafre a la realisation de cette 
hybridation, le lavage de I'hybride forme, avec une solution assurance la conservation de ces conditions 
stringentes, et ta detection de i'hybride forme. 

38 - Precede de production d'un retrovirus HIV-2, caracterise par la culture dans des lymphocytes T4 55 
humains ou dans des lignees cetlulaires permanentes deriv6es de lymphocytes T4 et portant le 
phenotype T4, ces lymphocytes ou ces lignees ayant prealabiement ete infectes avec un isolat de vims 
HIV-2, et notamment lorsque le niveau d'actMte de la transcriptase inverse (ou reverse-transcriptase) a 
atteint un seuit determine, par la recuperation et la purification de quantites de virus liberees dans le milieu 

de culture de ces lymphocytes ou lignees, notamment par centrifugation differentiede dans un gradient de 60 
sucrose ou de metrizamide. 

39 - Precede pour la production d'antigenes speeffiques de HIV-2, r6trovlrus caracterise par la lyse, 
notamment a I'aide de detergents, tets que le SDS (par exempts SDS a 0,1 <Vb dans un tampon RIPA) et ta 
recuperation du lysat contenant lesdits antigenes. 

40 - Precede de fabrication de Tune des proteines sus-definies (p12, p16 ou p26) ou d'une proteine 65 
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a 



ayant la structure de gp140, ou de parties determinees de ces proteines, ce procede etant caracterise par 
rinsertion de la sequence d'acide nucleique correspondante dans un vecteur susceptible de transformer 
un hdte cellulaire choisl et de permettre ('expression d'un inserat contenu dans ce vecteur, par la 
transformation de cet note cholsi par ledit vecteur contenant ladite sequence nucleique, par la culture de 
5 I'hdte cellulaire transforme et par la recuperation et la purification de la proteine exprimee. 

41 - Procede de production d'une sonde d'hybridation pour la detection d'un ARN de retrovirus HIV-2, 
caracterise par ('insertion d'une s6quence d'ADN. notarnment seton Tune quelconque des revendications 
27 a 35 dans un vecteur de clonage par recombinaison in vitro , par ie clonage du vecteur modrfie obtenu 
dans un note cellulaire competent et par la recuperation des ADN-recombinants obtenus. 
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HIV.2 ASTAYCTAACASAA AttSCTSASACtSC — 4S6SACITTCCASAA6SSSCTS 



!:i it; titt ::s : til : : : 

HIY.1 A5T-ACTTCAA5AACTiCTSACATC-tA5CTT6CTACAAf58ACTTTCC8CTSU5ACTT 

sin sin tm siai si4i 



HIV.2 TAACCAA SSSASSCACATSSSAfi 6ASC 1 66TSS ISAACS CCf C 

t ::i ttt ittti mi mi 

ItV.I t— CUCtSASSCSTSSCCTCSSCSSfiACTSSSSASTCSCSASC CCTC 

9151 SISI 9171 till 1191 



HIV.2 AT AT 
NIV.1 A6ATS 



ATTCTCT8|fATTXnrATACCC6CnCTTICATTSTA€tTtAfiTCSCTCTSC66ASA6S 
:i »:iLi_:: :L- : : *a :::: ::>>:: ::: ::::: 
AT S-- CT StJlATjjft ASCI I CT T T ITICC -TSTACTJ 8-ST CT CTCT S ST T ASAC- 
9111 §111 §121 I13lf 9UI 

U3IR 

HIV.2 CT66CASATTSASCCCTS66ASSTTCTCTCCAS CACTASCAG6TA6ASCCT6SSTSTCCC 

HiY.1 CA SAT f Tl AfCC T CSC AC C-T CT CTSI CTAACTASS SAA CCCAC 

91 SI 9161 9171 9111 9191 

HIV.2 TSCTA6ACTCTCACCASCACTT6I CC6STGCT6I6CA6ACSICCCCAC6CTTSCTT6 CTT 

2*2** 



HIV.2 AAAAACC TCCTT UT AAAfcCT-CCC — ASTA6AA8 CA 

• • 1*1 •••••• 5 • t * 

HIV.t AAC tCT OAATAAAKCTTSCCTTSABTBCTTCAi* 
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